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Zusammenfassung 

Mono-ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) sind Enzyme, die NAD unter Freisetzung 

von Nicotinamid spalten und den Transfer von ADP-Ribose auf Zielproteine 

katalysieren. Bekannte bakterielle ARTs sind z.B. Cholera- und Pertussistoxin, die 

die Signaltransduktion in Wirtszellen durch ADP-Ribosylierung von G-Proteinen 

hemmen. Toxin-verwandte eukaryotische ARTs inhibieren elementare 

Zellfunktionen auf Lymphozyten. Ziel dieser Arbeit war es, Zielproteine 

eukaryotischer ARTs zu identifizieren und zu charakterisieren, die den 

Ausgangspunkt für das Verständnis der Wirkung von ARTs in T-Zellen bilden 

könnten.  

Zu diesem Zweck wurde ein Antikörper-basierter Assay zum Nachweis von ADP-

Ribosylierung auf der Zelloberfläche etabliert. Unter Verwendung eines mit einer 

etheno-Gruppe modifizierten NADs (etheno-NAD) und unter Verwendung des für 

etheno-Adenosin spezifischen Antikörpers 1G4 wurden etheno-ADP-ribosylierte 

Zielproteine im FACS und im Westernblot dargestellt. Durch 

massenspektroskopische Untersuchung von 1G4-Immunpräzipitaten gelang der 

Nachweis neuer ART-Zielproteine.  

Im Westernblot konnte die ADP-Riboslylierung bekannter Zielproteine wie LFA-1, 

CD44 und CD45 bestätigt werden. Außerdem wurde erstmals humanes CD8α als 

Zielprotein von hART1 in vitro nachgewiesen. Daneben wurde untersucht, inwiefern 

der enzymatische Abbau durch das NAD verstoffwechselnde Ektoenzym CD38 die 

Verfügbarkeit von extrazellulärem NAD als Substrat für hART1 begrenzt. Dabei 

konnte eine CD38 vermittelte Hemmung der ADP-Ribosylierung in cis 

nachgewiesen werden. Mittels massenspektroskopischer Analyse konnten DEC-205 

und Neuropillin-1 als neue Zielproteine von ARTs identifiziert werden. Des 

Weiteren wurden Hsp 70 und Hsp 90 als mögliche Interaktionspartner von ART-

Zielproteinen identifiziert. Um Schnittstellen zwischen ART-Zielproteinen und der 

Signaltransduktion von T-Zellen herzustellen, wurden Interaktionen zwischen 

Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen untersucht. Tatsächlich zeigten sich 

zahlreiche solcher Interaktionen in primären Maus T-Zellen. Es fanden sich ferner 

Hinweise darauf, dass zwei dieser Proteine mit Molekulargewichten von ca. 64 und 
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80 kDa in die frühe Signaltransduktion von T-Zellen involviert sein könnten. Die 

Identifizierung dieser Proteine erscheint vielversprechend, um die Beziehung 

zwischen ART-Zielproteinen und der T-Zell-Signaltransduktion zu verstehen.  

Zusammengefasst bieten die neu identifizierten Zielproteine wichtige Grundlagen, 

um die Effekte eukaryotischer ARTs aufklären zu können.  
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Abstract 

Mono-ADP-ribosyltransferases (ARTs) are enzymes, which cleave NAD and 

catalyse the transfer from ADP-ribose onto target proteins while nicotinamid is 

released. Well known bacterial toxins are ARTs such as cholera- or pertussistoxin, 

who inhibit the signal transduction through ADP-ribosylation of G proteins. Toxin-

related eukaryotic ARTs suppress elementary cell functions of T lymphocytes. The 

aim of this work was to identify and to characterise target proteins of eukaryotic 

ARTs as a starting point to understand these ART mediated mechanisms.  

Therefore an antibody-based assay to detect ADP-ribosylation was established. An 

antibody specific for etheno-adenosine could identify etheno-ADP-ribosylated target 

proteins in FACS- and western blot analysis using etheno-NAD as a substrate. 

The method was validated on known target proteins in western blot analysis and used 

to identify new target proteins using mass spectrometry. It could be shown that 

human CD8-alpha can be modified by human ART1 in vitro as has been seen for 

mouse CD8-alpha before. The influence of the NAD ectoenzyme CD38 on ADP-

ribosylation was analysed. A CD38 mediated inhibition of ADP-ribosylation in cis 

could be demonstrated. Using mass spectrometry analysis DEC-205 and Neuropillin-

1 could be identified as new target proteins of ARTs. Furthermore Hsp 70 und Hsp 

90 were determined as possible interacting with ART-target proteins. To locate 

interfaces in the signal transduction interactions between ART targets and tyrosine 

kinases were analysed. Indeed several of such interactions could be detected in 

primary mouse T cells. Two of these interacting proteins with molecular weights of 

about 64 and 80 kDa seemed to be involved in the early signal transduction of T 

cells. The identification of these targets holds promise to understand the relationship 

of ART target proteins and T cell signal transduction. 
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Abkürzungsverzeichnis 

ADP-Ribose  Adenosin-Di-phosphat-Ribose 

APC „antigen presenting cell“ (Antigen präsentierende Zelle) 

ART ADP-Ribosyltransferase 

ATP  Adenosintriphosphat  

BSA „Bovine-serum-albumin” 

CD “Cluster of differentiation” 

CTL Zytotoxische T-Zelle („cytotoxic T cells“) 

DC Dendritische Zelle 

DTT  Dithiothreitol  

ECL  Enhanced Chemiluminiscent  

Etheno-NAD   Nikotinamid-1,N6-Etheno-Adenin-Dinukleotid 

FACS  Fluorescence-activated cell sorter  

FITC  Fluorescein Isothiocyanat 

FSC  Forward scatter  

GPI  Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol  

HRP  “Horseradish Peroxidase” (Meerrettich Peroxidase)  

Lk  Lymphknoten  

NAD  Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid  

NADase  NAD-Glykohydrolase  

NC  Nitrozellulose  

NICD  “NAD induced cell death” (NAD induzierter Zelltod) 

PARB Poly-ADP-Ribosyltransferase 

PBS  Phosphate-Buffered-Saline 

PE  Phycoerythrin  

PI-PLC  Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C  

PMA Phorbol 12-N-myristat 13-acetat 

PMN Polymorphnukleären neutrophilen Leukozyten 

PVDF  Polyvinyldendifluorid  

SDS  Sodium-Dodecyl-Sulfate  

SDS-PAGE  SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese  
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SSC  Side scatter  

TBS  “Tris-buffered saline” 

TOF “Time of flight” 

 

Anglizismen  

Knock-out  Funktionsverlust eines Gens  

Gaten, Gate setzen  Eingrenzung einer Zellpopulation bei der FACS-Analyse  

Shedding  Abschneiden von Zelloberflächenproteinen  

Homing, trafficking  Wanderungsverhalten von Leukozyten im Organismus  

Second messenger   intrazelluläres zweites Signal 

Rafts „lipid rafts“: Kompartiment in der Zellmembran, das  

 spezielle Lipide enthält 

Priming Interaktion von naiver T-Zellen mit dendritischer Zelle, die  

 spezifischen Peptid-MHC-Komplex präsentiert 
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1 Einleitung 

Was sind ADP-Ribosyltransferasen (ARTs)? Obwohl diese Enzyme keinen sehr 

großen Bekanntheitsgrad haben, ist doch fast jeder, der diese Zeilen hier liest, selbst 

schon mit mindestens einer ADP-Ribosyltransferase in direkten körperlichen 

Kontakt getreten. Der Impfstoff gegen die gefürchtete Erkrankung Diphtherie enthält 

nämlich eine ADP-Ribosyltransferase- den Virulenzfaktor des Corynebacterium 

diphtheriae (Erreger der Diphtherie)- das Diphtherietoxin. ARTs sind Enzyme, die 

NAD+ als Substrat verwenden und den Transfer der ADP-Ribose-Gruppe von NAD+ 

auf spezifische Zielsubstanzen (am häufigsten Proteine) unter Freisetzung von 

Nicotinamid katalysieren ((Koch-Nolte et al., 2001b) (Haag and Koch-Nolte, 1997) 

(Aktories, 1991)). Häufig beeinflusst die ADP-Ribosylierung eines Zielproteins 

dabei dessen Funktion. Was macht das Diphtherietoxin so gefährlich? Das 

Diphtherietoxin bewirkt im Zytosol der Zelle durch ADP-Ribosylierung seines 

Zielproteins  Elongationsfaktor 2 dessen Inaktivierung und somit das 

Zusammenbrechen der Proteinbiosynthese, was den Untergang der Zelle zur Folge 

hat. Neben den gut untersuchten prokaryotischen ARTs und deren Zielproteinen 

wurde in den letzten Jahren eine ganze Familie von eukaryotischen ARTs kloniert, 

über deren Funktion und deren Zielproteine weniger bekannt ist. Unsere 

Arbeitsgruppe ist dabei vor allem an der Erforschung der Funktion eukaryotischer 

ARTs im Immunsystem interessiert. So konnte ART2 in der Maus und in der Ratte 

auf reifen T-Zellen des Immunsystems identifiziert werden und es zeigte sich, dass 

ARTs Einfluss auf wichtige Prozesse im Immunsystem besitzen. Im folgenden soll 

eine Einführung in das Immunsystem mit einem Schwerpunkt auf der 

„immunologischen Synapse“ zwischen dendritischer Zelle und T-Zelle, sowie ein 

Überblick über die eukaryotischen ARTs und ihre Zielproteine im Immunsystem 

gegeben werden.  
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1.1 Das Immunsystem  

Zum besseren Verständnis kann man das Immunsystem in spezifische und 

unspezifische Immunität aufteilen. Die Mechanismen der unspezifischen Immunität 

sind dabei angeboren (präformiert) und reagieren schnell, wohingegen die 

spezifische Immunantwort im Verlauf der Auseinandersetzungen mit einem Antigen 

erworben wird. 

1.1.1 Die unspezifische Immunität 

Die unspezifische Immunität wird durch humorale und zelluläre Faktoren vermittelt.  

1.1.1.1 Die humorale Immunität 

Zur humoralen Komponente zählen in Körperflüssigkeiten gelöste Komponenten 

(lat. humor: Flüssigkeit) wie z.B. das Komplementsystem, welches bei Aktivierung - 

klassisch durch Immunkomplexe, alternativ durch bakterielle Faktoren - in einer 

kaskadenartigen Reaktion einen Membranangriffskomplex bildet, um die Zielzelle 

abzutöten. Des Weiteren zählen protektive Proteine wie z.B. das Bakterienzellwände 

spaltende Lysozym, Akute-Phase- Proteine wie das C-reaktive Protein und 

verschiedene Zytokine wie z.B. Interleukin 6 oder TNF-α dazu. Ebenso gehören 

Chemokine zur unspezifischen humoralen Immunität, die den Entzündungszellen den 

Weg zum Ort der Entzündung bahnen, und verschiedene Interferone, die z.B. von 

virusinfizierten Zellen gebildet werden, um der Virusausbreitung entgegenzuwirken.  

1.1.1.2 Die zelluläre Immunität 

Zur unspezifischen zellulären Immunität gehören Granulozyten, Monozyten und die 

von Monozyten abgeleiteten Zellen wie Makrophagen und Antigen präsentierenden 

Zellen (APCs). Granulozyten sind an der Phagozytose von Mikroorganismen im Blut 

und am Infektort beteiligt. APCs sind z.B. dendritische Zellen, die im Rahmen der T-

Zell-Aktivierung eine Schlüsselrolle spielen und somit ein sehr wichtiges bindendes 

Glied zwischen unspezifischer und spezifischer Immunität darstellen.  

1.1.2 Die spezifische Immunität 

Die spezifische Immunität ist im Gegensatz zur unspezifischen Immunität erworben. 

Sie setzt sich ebenso aus humoraler und zellulärer Immunität zusammen, wobei B-
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Zellen mit sezernierten Antikörpern den humoralen Schenkel und T-Zellen mit ihrem 

T-Zell-Rezeptor (TCR) den zellulären Schenkel der spezifischen Immunantwort 

übernehmen. T- und B-Zellen stammen von pluripotenten Vorläuferzellen des 

Knochenmarks ab. Sie machen beide eine so genannte Reifung durch, wobei die T-

Zellen diese im Thymus, die B-Zellen diese im Knochenmark durchlaufen. T- und B-

Zellen entwickeln während dieser Reifung durch Rekombination ihrer genomischen 

DNA ein immens großes Repertoire von Immunglobulinen und spezifischen T-Zell-

Rezeptoren, wodurch sich die Anpassungsfähigkeit des Immunsystems an die große 

Zahl unterschiedlicher Antigene erklären lässt. 

1.1.2.1 Die B-Zellen 

B-Zellen binden mit ihren spezifischen Immunglobulinen vor allem lösliche 

Antigene. Die Aktivierung der B-Zelle führt zur Proliferation und zur 

Differenzierung zur Antikörper produzierenden Plasmazelle. An der Aktivierung von 

B-Zellen sind T-Helfer-Zellen beteiligt. Andererseits können B-Zellen auch als 

Antigen präsentierende Zellen (APCs) fungieren.  

1.1.2.2 Die T-Zell-Reifung und zentrale Toleranz: 

Die Reifung beginnt in der äußeren Zone des Thymus, der subkapsulären Region. 

Von dort finden über den Kortex bis zur Medulla die verschiedenen Phasen der 

Reifung statt. Die T-Zellen unterlaufen im Thymus den Prozess der so genannten 

positiven und negativen Selektion. Bei der positiven Selektion überleben nur die T-

Zellen, die fähig sind, körpereigene MHC-Moleküle zu erkennen. Im Prozess der 

negativen Selektion (oder auch klonale Deletion) gehen T-Zellen in Apoptose, die 

gegen körpereigene auf MHC präsentierte Peptide gerichtet sind. Diese Selektion 

dient der Vorbeugung von Autoimmunerkrankungen und wird auch als zentrale 

Toleranz bezeichnet. Die unterschiedlichen Stadien der Reifung können anhand von 

verschiedenen Oberflächenmarkern (CD44, CD25, CD3-T-Zell-Rezeptorkomplex) 

charakterisiert werden. Es verlassen nur Lymphozyten den Thymus, die einen 

funktionellen CD3-T-Zell-Rezeptorkomplex besitzen und einen der Korezeptoren 

(entweder CD8 oder CD4) auf der Zelloberfläche tragen. Die resultierenden 
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peripheren naiven CD4 oder CD 8 einzelpositiven T-Lymphozyten haben 

unterschiedliche Funktionen.  

1.1.2.3 Funktion der aktivierten CD 8 positiven T-Zellen 

Aktivierte CD8 positive T-Zellen richten ihre zytotoxische Wirkung auf Zellen, die 

zytosolische Antigene produzieren. Dabei werden Bestandteile von Erregern, die sich 

im Zytoplasma der Zelle vermehren, wie Viren und bestimmte Bakterien, via MHC-I 

auf der Zelloberfläche präsentiert. Die auf MHC-I präsentierten Peptidfragmente 

stammen dabei zum großen Teil aus dem Proteasom, einem Multienzymkomplex mit 

Proteaseaktivität, der zytosolische Proteine abbaut. Die CD8-Effektorzelle setzen 

lytische Granula mit zytotoxischen Proteinen wie Perforin und Granzyme frei. 

Perforin polymerisiert zu Poren in der Membran der Zielzelle. Wahrscheinlich 

kommt es unter Beteiligung der Granzyme (Serinproteasen), die durch die 

geschaffenen Poren in die Zielzelle gelangen, zur Apoptose der Zielzelle. Ein 

zweiter, Perforin-unabhängiger Mechanismus der Zytotoxizität ist die Expression 

von Fas Ligand, welches auf der Zellmembran aktivierter T-Zellen vorhanden ist. 

Wird Fas auf der Zielzelle von Fas Ligand gebunden, kommt es durch einen 

Caspasen-vermittelten Prozess zur Apoptose der Zielzelle. Dieser Mechanismus ist 

auch entscheidend, um die Vermehrung der Lymphozyten zu stoppen, nachdem die 

Elimination von Krankheitserregern beendet ist.  

1.1.2.4 Funktion der aktivierten CD 4 positiven T-Zellen 

Die aktivierten CD4-positiven T-Zellen differenzieren sich in zwei verschiedene 

Untergruppen, die TH1- und TH2-Zellen. Die Umstände, die zu dieser 

Differenzierung führen sind nicht voll verstanden, die nachfolgenden Reaktionen der 

TH1- und TH2-Zellen sind aber grundlegend verschieden. TH-1-Zellen führen zu 

einer zellulären Immunantwort durch Aktivierung von Makrophagen, sowie zu einer 

Steigerung der Aktivität von zytotoxischen T-Zellen, TH-2-Zellen führen zu einer 

humoralen Immunantwort durch Aktivierung von B-Zellen.  

Während der Proteinbiosynthese des MHC-II-Komplexes gelangt dieser in das 

endoplasmatische Retikulum. Dort verhindert die Assoziation mit einem als MHC-II 

assoziierte invariante Kette li bezeichnetem Protein die Bindung von Peptiden. Die 
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Beladung der MHC-II-Moleküle mit Peptiden erfolgt erst nach proteolytischer 

Spaltung von li nach Transport in ein endosomales Kompartiment mit niedrigem pH-

Wert. Per Endozytose von Makrophagen aufgenommene Proteine oder internalisierte 

Antigen-beladende Immunglobuline von B-Zellen gelangen so in das endosomale 

Kompartiment, wo nach proteolytischer Spaltung eine Beladung des MHC-

Komplexes mit Peptid erfolgt. Erreger, die sich im Extrazellularraum vermehren, 

führen eher zu einer TH2-Antwort, Erreger, die sich in Makrophagen-Vesikeln 

vermehren, führen eher zu einer TH1-Antwort. 

Die Th2-Antwort 

Nach Präsentation von Peptidfragmenten eines Antigens auf MHC-II-Molekülen 

durch spezielle professionelle Antigen präsentierende Zellen (APCs) kommt es zur 

Aktivierung der CD4 positiven T-Zellen und ihrer Differenzierung zu Th2-Effektor-

Zellen. Diese sind darauf spezialisiert, B-Zellen zu aktivieren. Das nach Bindung an 

den Immunglobulin-Rezeptor von der B-Zelle internalisiertes Antigen wird 

anschließend auf MHC-II präsentiert. Trifft nun eine für dasselbe Antigen 

spezifische Th2-Effektor-Zelle auf diese B-Zelle, kommt es zur Aktivierung der B-

Zelle durch von der T-Helferzelle ausgeschüttete Zytokine und die Expression von 

Zelloberflächenproteinen. Die B-Zellen proliferieren stark und einige differenzieren 

sich zu Antikörper produzierenden Plasmazellen. 

Die Th1-Antwort 

Die Th1-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Makrophagenaktivierung. Im 

Gegensatz zur rapiden Effektorreaktion der CD8 positiven T-Zellen, die bereits 

vorgefertigte Perforine und Granzyme ausschütten, dauert die Reaktion einer 

Effektor-TH1-Zelle wesentlich länger, da die Zellen ihre Effektor-Zytokine und 

Zelloberflächenmoleküle erst de novo synthetisieren müssen. Sie wird deshalb auch 

„delayed-type reaction“ genannt. Das bedeutet, dass die Adhäsion der T-Zelle und 

ihrer Zielzelle länger bestehen bleiben muss. Die neu gebildeten Zytokine werden 

dann zur Kontaktstelle zwischen der T-Zell-Membran und dem Makrophagen 

geschleust und dort lokal freigesetzt. Höchstwahrscheinlich wird durch diese lokale 

Abkapselung nur der Makrophage aktiviert, der gerade der bewaffneten Th1-Zelle 
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sein Antigen präsentiert und keine weiteren in der Umgebung befindlichen anderen 

Makrophagen.  Wichtigstes aktivierendes Zytokin ist dabei Interferon γ. Die 

Wirkung von Interferon γ wird durch die Interaktion von CD40-Ligand auf der Th1-

Zelle mit CD40 auf dem Makrophagen um ein Vielfaches stärker. Die aktivierten 

Makrophagen machen eine Reihe von biochemischen Veränderungen durch und 

können sich danach gegen bestimmte intrazelluläre Erreger wie z.B. Mykobakterien 

behaupten.  

1.1.2.5 Regulatorische T-Zellen (Tregs) 

Neben dem oben beschriebenen Mechanismus der zentralen Toleranz existiert die 

periphere Toleranz, die durch regulatorische T-Zellen kontrolliert wird. 

Natürlicherweise auftretende regulatorische T-Zellen (Tregs) machen ungefähr 10% 

der peripheren CD4 positiven Zellen aus und besitzen eine Schlüsselrolle bei der 

Bildung der peripheren Toleranz. Foxp3, der zur „forhead“ Familie gehörende 

Transkriptionsfaktor ist für die Entwicklung und Funktion von Tregs essentiell. 

Mutationen im Foxp3-Gen verursachen ein schweres Autoimmunsyndrom in 

Menschen und Mäusen durch fehlende CD25+CD4+ Tregs. Die Mechanismen, die 

zur Suppression anderer T-Zellen führen, sind zum größten Teil noch ungeklärt, 

umfassen jedoch die Sekretion von TGF-β und IL-10, sowie direkte Zell-Zell-

Interaktionen. 

1.1.2.6 Die T-Zellaktivierung 

Naive T-Zellen wandern aus der Blutbahn in die Lymphknoten ein, indem sie an 

Venolen mit hohem Endothel (HEV: „high endothelial venules“) binden. Vermittelt 

wird dieser als „homing“ bezeichnete Prozess durch Adhäsionsproteine wie z.B. L-

Selektin (CD62L) auf T-Lymphozyten, welches an Kohlenhydratstrukturen auf 

verschiedenen Proteinen wie z.B. CD34 oder GlyCAM-1 auf der Endothelzelle 

bindet. Dendritische Zellen phagozytieren Antigene in der Peripherie und wandern in 

genau die Zone des Lymphknotens ein, die naive T-Zellen beim Homing passieren. 

Dort kommt es zu der entscheidenden Interaktion, die zur Bildung von aktivierten T-

Zellen (Effektor-T-Zellen) führt.  
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Im Folgenden soll auf die T-Zell-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion, die zu 

dieser Aktivierung führt, näher eingegangen werden.  

Der TCR besteht aus der TCRα- und TCRβ-Kette, die die Antigenbindungsstelle 

bilden. Akzessorisch mit dem TCR verbunden sind sechs invariante Proteinketten, 

die als CD3-Komplex bezeichnet werden: eine CD3γ-, eine CD3δ-Kette, zwei CD3ε-

und zwei CD3ζ-Ketten (Abb.1). Im zytoplasmatischen Teil der CD3-Ketten findet 

sich die bekannte ITAM-Sequenz („immunoreceptor tyrosine based activation 

motifes“), die aus zwei in einem spezifischem Abstand zueinander gelegene 

Tyrosinresten besteht. Das erste intrazelluläre Signal nach TCR-Aktivierung ist die 

Phosphorylierung dieser ITAMs. Die Phosphorylierung wird durch spezifische 

Tyrosinkinasen erreicht.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Signaltransduktion in T-Zellen (aus (Haag F. 1998)) 

 

Maßgeblich daran beteiligt sind die Src-Kinasen Lck und Fyn, die durch 

unterschiedliche Mechanismen in den Bereich des TCRs rekrutiert werden. Ein 

entscheidender Schritt der weiteren Signaltransduktion ist die Bindung eines als 
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ZAP-70  bezeichneten Proteins („zeta associated protein-70“) an die 

phosphorylierten ITAMs von CD3-ζ. Das durch Lck aktivierte ZAP70 aktiviert 

durch Phosphorylierung weitere Adapterproteine wie LAT („linker of activation in T 

cells“) und SLP76 („SRC homology 2 (SH2)-domain-containing leukocyte protein of 

76 kDa“). Zusammen mit LAT werden „lipid rafts“ (Rafts: s.u.) in den Bereich der 

Signaltransduktion rekrutiert, die durch Bündelung von aktivierenden Proteinen wie 

ein Signalverstärker wirken (siehe unten). TEC-Kinasen binden mittels einer PH-

Domäne („pleckstrin homology domain“) an spezielle phosphorylierte Lipide der 

Rafts, via SH2-Domänen an ITAMs und via SH3-Domänen an Prolin reiche 

Proteine, wodurch es zu einer Zunahme der involvierten Proteine und damit zu einer 

Verstärkung des Signals kommt. Durch Phosphorylierung aktivierte TEC-Kinasen 

aktivieren das Enzym Phospholipase Cγ (PLCγ ), welches das Membranphospholipid 

Phoshpatidylinositbisphosphat (PIP2) in Inosittrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin 

(DAG) spaltet. Der „second messenger“ IP3 rekrutiert Ca2+ ins Zytosol, woraufhin 

unter Mitwirkung des Ca2+-bindende Protein Calmodulin der Transkriptionsfaktors 

NFAT („nuclear factor of activated T cells“) aktiviert wird, der an die 

Promotorregion des IL-2-Gens bindet und dessen Transkriptionsaktivierung einleitet.  

ADP-Ribosylierung von T-Zelloberflächenproteinen führte zu einer Hemmung von 

Proliferation und Zytotoxizität nach T-Zellaktivierung (siehe unten). Ziel dieser 

Arbeit war es, den molekularen Mechanismen dieser Effekte nachzugehen. Dazu 

wurden Interaktionen von Zielproteinen von Tyrosinkinasen und ARTs untersucht, 

die an der oben dargestellten Signaltransduktionskaskade beteiligt sein könnten. 

1.1.2.7 Die Schlüsselrolle der dendritischen Zellen 

Neben dem Signalweg, der über den TCR eingeleitet wird und auch als erstes Signal 

bezeichnet wird, werden weitere die T-Zell-Aktivierung unterstützende Moleküle für 

eine effektive Aktivierung benötigt. Dieses auch als zweites oder kostimulierendes 

Signal bezeichnete Signal wird durch Antigen präsentierende Zellen (APCs) 

vermittelt. Als APCs können dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen 

fungieren, wobei die dendritischen Zellen die potentesten APCs für die Initiation 

einer Immunantwort darstellen. 
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Dendritische Zellen wandern als unreife Zellen vom Blut in die peripheren Organe 

ein, wo sie Antigene phagozytieren, um von dort mit der Lymphe in die 

drainierenden Lymphknoten zu gelangen. In diesem Zustand sind die dendritischen 

Zellen optimal auf die Antigenaufnahme eingestellt. Diese erfolgt dabei durch 

Makropinozytose, Endozytoserezeptoren wie z.B. den Makrophagen-Mannose-

Rezeptor, DEC 205 oder Fc-Rezeptoren (Abb. 2). 

Um das zweite Signal übermitteln zu können, müssen die dendritischen Zellen einen 

Reifungsprozess durchmachen. Die stärksten Stimuli, die die Reifung der 

dendritischen Zellen veranlassen, sind direkte Wechselwirkungen mit 

Krankheitserregern, z.B. mit lebenden grampositiven Bakterien, LPS als Bestandteil 

von Zellwänden gramnegativer Bakterien, CpG-Oligonucleotide,  Zytokine wie 

TNF-α, IL-1 ((Sallusto et al., 1995) (Rescigno et al., 1998) (Cella et al., 1999)). 

Durch diese Faktoren kommt es zur Expression kostimulatorischer Moleküle, sowie 

zur verstärkten Synthese von MHC- und Adhäsionsmolekülen (Abb.2). In diesem 

Phänotyp sind die dendritischen Zellen dann nicht mehr in der Lage, Antigene zu 

phagozytieren.        

 

       

                               

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Reifung dendritischer Zellen  
(aus (Steinman, 2001)) Unreife DCs sind sehr endozytoseaktiv. Sie besitzen adsorptive Rezeptoren 
wie MMR, FcR und DEC-205. Reife DCs besitzen eine Reihe von T-Zell-Interaktionsmolekülen wie 
CD40 und CD86 und eine große Anzahl von MHC-Peptiden, um T-Zellen optimal stimulieren zu 
können. 

 

MMR, FcR, DEC-205, 
Macropinozytose, 
Phagozytose  

CD 40,  
CD86 
MHC-Peptide  
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Die am besten charakterisierten kostimulatorischen Moleküle sind B7.1 (CD80) und 

B7.2 (CD86), die an den Rezeptor CD28 auf naiven T-Zellen binden. Auch bei der 

Stimulation von CD8 positiven naiven T-Zellen scheint den dendritischen Zellen 

eine Schlüsselrolle zuzukommen, wobei ein als „cross presentation“ bezeichneter 

Prozess eine entscheidene Rolle zu spielen scheint. Dabei werden extrazelluläre 

Antigene wie z.B. apoptotische Zellen phagozytiert und auf MHC-I präsentiert 

((Albert et al., 1998a) (Albert et al., 1998b) (Regnault et al., 1999) (Rodriguez et al., 

1999)). Die wichtigste Funktion des kostimulatorischen Signals ist es, die Synthese 

von IL-2 zu induzieren, wodurch es zur Proliferation der T-Zellen kommt. 

Wahrscheinlich wird dies durch Stabilisierung der IL-2-mRNA und Aktivierung der 

Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFκB erreicht.  

Da von der Induktion kostimulatorischer Signale letztendlich auch die adaptive 

Immunreaktion abhängt, kommt der Aktivierung der APCs eine entscheidende Rolle 

im Immunsystem zu. Neben dem „erweiterten Selbst-Fremd-Modell“ von Janeway, 

was eine während der Evolution erhalten gebliebene Fähigkeit der natürlichen 

Immunität, infektiöse Agentien mittels „pattern recognition receptors“ zu erkennen, 

fordert, wurde das „danger model“ postuliert, indem die Aktivierung der APC durch 

aus nekrotischen Zellen freigesetzten Gefahrensignale postuliert wurde (Matzinger, 

1998).  

Genauso wie intrazellulären posttranslationalen Modifikationen eine entscheidende 

Rolle bei der Signaltransduktion zukommt, könnten auch extrazelluläre 

posttranslationale Modifikationen wie z.B. ADP-Ribosylierung Auswirkungen auf 

die Signaltransduktion haben und z.B. an einer Immunantwort auf „Gefahr“ beteiligt 

sein. 
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1.1.2.8 Der  Endozytoserezeptor DEC-205 

Auf die Rolle des Endozytoserezeptors DEC-205 soll hier genauer eingegangen 

werden, da er als Zielprotein der ARTs identifiziert werden konnte.  

DEC-205 ist ein 205-kD großer Multilektinrezeptor, vom transmembranen Typ-I, der 

in die Familie der Makrophagen-Mannose-Rezeptoren (MMRs) einzuordnen ist 

(Jiang et al., 1995). Maus DEC-205 wird am stärksten auf dendritischen Zellen und 

kortikalen Thymus-Epithel-Zellen exprimiert, in geringerem Maße jedoch auch auf 

T-, B-, NK-Zellen und anderen epithelialen Zellen (Witmer-Pack et al., 1995). DEC-

205 besteht N-terminal aus einer Cystein-reichen Domäne, einer Fibronektin-Typ-II-

Domäne, sowie zehn externen C-Typ Lektin- ähnlichen Domänen. Im Gegensatz 

zum MMR konnten jedoch bisher kein funktioneller Ligand für DEC205 identifiziert 

werden. Die zellbiologischen Gemeinsamkeiten von MMR und DEC-205 lassen 

jedoch eine Funktion von DEC-205 als einen professionellen  

Antigenaufnahmerezeptor wahrscheinlich erscheinen. 

 

                                

Abbildung 3: Schematische Darstellung des „Recycling-Zyklus“ von MMR und DEC-205.  Der 
zytosolische Teil des MMR, der mit der externen Domäne vom humanen CD16-Fc-Rezeptor 
verbunden wurde, recycelt mittels früher Endosomen. DEC-205 hingegen recycelt mittels später 
Endosomen oder Lysosomen, die durch LAMP (Lysosome-associated-membrane proteins) markierbar 
sind. Vermutlich durch die große Zahl von MHC-Klasse-II-Rezeptoren führt dies zu einer starken 
Effizienzsteigerung der Antigen Präsentation durch DEC-205. TFR+= Transferrin Rezeptor. (aus 
(Steinman, 2001)) 
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Beide werden durch „coated pits“ aufgenommen, fusionieren mit Endosomen und 

gelangen in einem auch als Recycling bezeichneten Vorgang an die Zelloberfläche 

zurück (siehe Abb3). DEC-205 zirkulierte dabei in späten besonders MHC-Klasse-II-

reichen Endosomen, im Gegensatz zum MMR, der sich in frühe Endosomen 

lokalisieren ließ (Mahnke et al., 2000). Antigenpräsentation und 

Antigenprozessierung von DEC-205 gegenüber CD4 positiven T-Zellen zeigte eine 

um den Faktor 100 stärkere Reaktion im Vergleich zum MMR (Mahnke et al., 2000). 

Hinweise sprechen dafür, dass DEC-205 auch an der Präsentation exogener Antigene 

auf MHC-I beteiligt sein könnte (Bonifaz et al., 2004), so dass eine 

Antigenapplikation via DEC-205 in unreife DCs sowohl eine CD4 als auch eine CD8 

Antwort auslösen könnte. Mit Antigenen gekoppelte DEC-205-Antikörper zeigten im 

Mausmodell und in humanen in vitro Versuchen erfolgversprechende Ergebnisse für 

das „antigen-targeting“ in dendritische Zellen: so z.B. im Kontext von HIV-Virus-

clearence (Bozzacco et al., 2007), oder bei der Tumorimmunisierung ((Mahnke et al., 

2005; Trumpfheller et al., 2006)). Diese DEC-205-vermittelte erfolgreiche 

Immunisierungsstrategie unterstreicht die potentiell wichtige klinische Bedeutung 

von DEC-205.  

1.1.2.7 Immunologische Synapsen 

In Analogie zur neuronalen Synapse wird in der Immunologie die Kontaktstelle 

zwischen APC und T-Zelle, an der Informationen weitergeleitet werden, als 

„immunologische Synapse“ bezeichnet. Im Gegensatz zu der neuronalen Synapse, in 

der durch desmosomale, zytoskelettale Verbindungen Verankerungen an der 

Basalmembran durch extrazelluläre Strukturproteine für Jahre stabilisiert werden 

können, kommt es zwischen Zellen des Immunsystems zu kurzlebigen Interaktionen 

durch Adhäsionsproteine ohne Beteiligung von Strukturproteinen, die für Minuten 

bis Stunden andauern. 

 Als die klassische immunologische Synapse  wurde die Interaktion zwischen naiver 

T-Zelle und APC beschrieben. Dabei kommt es zu einer Aggregation von 

spezifischen Proteinen hin auf eine Kontaktstelle, die in mehreren Stadien abläuft 

(Abb.4). In dem auch als unreife immunologische Synapse bezeichneten Stadium 

kommt es zu einer Aggregation der Adhäsionsmoleküle LFA-1-ICAM-1 im Zentrum  
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Abbildung 4: Modell zur Bildung der immunologischen Synapse: Seitenansicht auf eine T-Zelle, 
die eine Synapse mit einer APC bildet. Stadium 1: Bindung: LFA-1 bindet im Zentrum der sich 
entwickelnden immunologischen Synapse. Die außerhalb davon stattfindende erste Interaktion 
zwischen TCR und MHC-Peptid-Komplex führt zu frühen Signalen, die die Migration der DC 
beenden. Stadium 2: MHC-Peptid-Transport: Dauer dieser Phase ca. 5 Minuten. Phase 3: 
Stabilisierung: es bildet sich ein äußerer LFA-1 enthaltender konzentrischer Ring (p-SMAC), der den 
zentralen TCR/CD4 enthaltenden Bereich der immunologischen Synapse umschließt (aus (Grakoui et 
al., 1999)). 

 

der immunologischen Synapse, umgeben von einem Ring von TCR-Peptid-MHC-

Molekülen. In dem auch als reife immunologische Synapse bezeichneten Stadium 

kehrt sich dies um, und man unterscheidet einen „central supramolecular activation 

cluster“ (c-SMAC), welcher den TCR-Peptid-MHC-Komplex enthält, von einem 

„peripheral supramolecular activation cluster“ (p-SMAC), welcher einen Ring von 

Integrinen wie LFA-1 und ICAM-1 enthält (Monks et al., 1998). Während der 

Bildung der immunologischen Synapse kommt es zu Veränderungen im Zytoskelett ,  

die Zelle polarisiert ihr Aktin und ihre Mikrotubuli auf die Kontaktstelle hin. Die 

Quervernetzung (clustering) von Rafts ist ein weiterer essentieller Bestandteil bei der 

Bildung der immunologischen Synapse (Janes et al., 2000) und wird im folgenden 

Abschnitt behandelt. 

Auch zwischen den T-Effektor-Zellen und ihren Zielzellen bilden sich 

immunologische Synapsen aus, wobei es z.B. bei der zytotoxischen T-Zelle zu einer 

in die Kontaktstelle gerichteten Sekretion von Effektorzytokinen kommt, die 

Stadium 2 

MHC-Peptid-Transport 

Stadium 1 

Bindung 

Stadium 3 

Stabilisierung 
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sicherstellen, dass die Induktion der Apoptose nur auf diese Zielzelle begrenzt bleibt 

(siehe unten). 

Beobachtungen von aggregierten Proteinen bei der Kontaktaufnahme von NK-Zellen 

(Davis et al., 1999) und B-Zellen (Batista et al., 2001) führten dazu, dass das 

Konzept der immunologischen Synapse auf andere Effektorzellen ausgedehnt wurde. 

So wurde auch eine Synapse zwischen APCs und B-Zellen beschrieben (Batista et 

al., 2001). APCs binden dabei native Antigene auf ihrer Zelloberfläche z.B. durch an 

Fc-Rezeptoren gebundene Immunglobuline und präsentieren sie B-Zellen, die für 

dieses Antigen spezifisch sind. Zwischen der APC und der B-Zelle bildet sich dabei 

eine B-Zell-Synapse. Es kommt zur Polarisierung der Immunglobuline, zum 

Ausschluss negativer Regulatoren wie CD45, und zur Stimulation der 

Aktinpolymerisation. Anschließend kommt es zur Internalisierung des 

Immunglobulinrezeptor-Antigen-Komplexes und zur Prozessierung des Antigens in 

der B-Zelle. Die prozessierten Peptidfragmente werden auf MHC-II-Molekülen CD4 

positiven T-Zellen präsentiert, und es bildet sich die schon beschriebene T-Zell-

Synapse. Das Antigen wird quasi „wie ein Staffelstab“ von einer Zelle zur nächsten 

weitergereicht. Bedeutsam ist, dass dabei ein Weg vorliegt, bei dem B-Zellen 

membranassoziierte Antigene internalisieren können, die in vivo 

höchstwahrscheinlich einen großen Teil der Antigene ausmachen, z.B. gebunden an  

Fc- oder Komplementrezeptoren. Es gibt Hinweise dafür, dass sogar der Transfer 

von Proteinen interzellulär von der Zielzelle zur Effektorzelle möglich ist (Hudrisier 

and Bongrand, 2002).  

Eine Arbeitshypothese dieser Arbeit war es, dass an der immunologischen Synapse 

beteiligte Proteine ADP-ribosyliert werden und dadurch die Inhibierung von T-Zell-

Funktionen zu erklären sind.  
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1.1.2.9 Das Raft-Modell 

„Lipid rafts“ bilden von der Lipiddoppelschicht der Zellmembran getrennte, 

eigenständige Komplexe (engl. rafts: „Flöße“), die spezielle Lipide, wie z.B. 

Glykosphingolipide, Cholesterin und Glykolipide enthalten, und dabei ein eigenes 

Kompartiment innerhalb der Plasmamembran bilden, in das nur bestimmte Proteine 

integriert sind ((Brown and London, 1998) (Schroeder et al., 1994)). In den Rafts 

konnten viele für die Signaltransduktion wichtige Proteine lokalisiert werden: z.B. 

die Src-Kinase Lck, das Adapterprotein LAT, der Korezeptor CD4/CD8 und der 

TCR selbst ((Simons and Ikonen, 1997) (Rietveld and Simons, 1998)).  

Ein Hypothese für die Rolle von Rafts bei der Signaltransduktion der T-

Zellaktivierung besteht darin, dass wichtige Aktivatoren konzentriert und Inhibitoren 

wie z.B. CD 45 ausgeschlossen werden. Die für die frühe Phase der interzellulären 

Kommunikation wichtigen Proteine sind somit größtenteils bereits auf der 

Zelloberfläche vorhanden und werden mit der Raft-Aggregation zum Ort der 

Signaltransduktion gebracht (siehe Abb. 5).  

Eine klassischerweise mit den Rafts assoziierte Proteingruppe sind GPI-verankerte 

Protein. So wurden schon vor Jahren Komplexe zwischen GPI-verankerten Proteinen 

extrazellulär und Src-Kinasen intrazellulär beschrieben, die mit klassischen Lipid-

auflösenden Detergenzien nicht in Lösung gingen (Stefanova et al., 1991). Dass 

Rafts eine Rolle bei der Signaltransduktion spielen könnten, zeigte die Tatsache, dass 

durch Quervernetzung von GPI-verankerten Proteinen oder Glykolipiden 

intrazelluläre Signale detektiert werden konnten ((van den Berg et al., 1995). 

 Auch auf dendritischen Zellen konnte der MHC-II-Komplex in Rafts lokalisiert 

werden (Anderson et al., 2000), so dass es denkbar erscheint, das Raft-Modell auf 

beide Seiten der immunologischen Synapse (T-Zelle und APC) auszudehnen.  

Die Untersuchung von ART-Zielproteinen innerhalb der Rafts erscheint im Hinblick 

auf die wichtige Funktion der Rafts bei der T-Zellaktivierung sehr interessant und 

könnte in zukünftigen Experimenten untersucht werden. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der „lipid rafts“ in T-Zellen aus: (Janes et al., 2000) 

 

 

1.1.2.10 Beteiligung von Neuropilin-1 an der immunologischen Synapse 

Auf Neuropilin-1 soll hier näher eingegangen werden, da es als Zielprotein der ARTs 

identifiziert werden konnte. Neuropilin-1 ist ein Typ-I-Membranprotein, das auf 

Neuronen als Rezeptor für Semaphorine der Klasse III dient und am gerichteten 

Wachstum von Axonen beteiligt ist ((He and Tessier-Lavigne, 1997; Kolodkin et al., 

1997)). Zusätzlich kann Neuropillin-1 als Rezeptor für den Wachstumsfaktor VEGF 

(„vascular endothelial growth factor“) fungieren und ist an der Angiogenese beteiligt. 

2002 wurde Neuropilin-1 als wichtiger Bestandteil der immunologischen Synapse 

beschrieben (Tordjman et al., 2002). Dabei wurde die Expression von Neuropilin-1 

auf humanen dendritischen Zellen und ruhenden T-Zellen nachweisen (Tordjman et 

al., 2002). Beschrieben wurde dabei eine Kolokalisation von Neuropilin-1 und CD3 
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auf ruhenden T-Zellen, sowie eine Neuropilin-1-Neuropilin-1-Interaktion zwischen 

T-Zelle und dendritischer Zelle. Die Tatsache, dass sich die durch dendritische 

Zellen induzierte Proliferation ruhender T-Zellen durch Inkubation von dendritischen 

Zellen oder naiven T-Zellen mit anti-Neuropilin-Antikörper inhibieren lässt, scheint 

Neuropilin-1 eine wichtige Rolle in der Initiierung der primären Immunantwort 

zukommen zu lassen (Tordjman et al., 2002). Ob Neuropilin-1 über diese 

Zellinteraktion hinaus an der Signaltransduktion beteiligt ist, ist bisher nicht bekannt. 
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1.2 ADP-Ribosylierung  

ADP-Ribosylierung ist eine posttranslationale Modifikation, bei der die ADP-

Ribosegruppe von β-NAD+ unter Freisetzung von Nicotinamid auf spezifische 

Zielsubstrate übertragen wird ((Ablamunits et al., 2001; Aktories, 1991; Haag and 

Koch-Nolte, 1997; Jacobson and Jacobson, 1989)(Abb.6)). Neben den in dieser 

Arbeit untersuchten Mono-ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) existieren Poly-ADP-

Ribosyltransferasen (PARPs), die als nukleäre Proteine an DNA-Reparatur, 

Zelldifferenzierung und dem Erhalt der Chromatin-Struktur beteiligt sind (de Murcia 

et al., 1994). Innerhalb der Mono-ADP-Ribosyltransferasen ist bisher die Protein-

ADP-Ribosylierung am besten untersucht, wobei diese häufig zur Inaktivierung des 

Zielproteins führt ((Ablamunits et al., 2001; Adriouch et al., 2001; Ludden, 1994)).  
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ADP-Ribose
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mit Arginin-Rest

 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der ADP-Ribosylierungsreaktion 
ADP-Ribose wird unter Freisetzung von Nikotinamid auf den Arginin-Rest eines Zielproteins 
übertragen. Die ADP-Ribosyltransferase wird auf Grund ihrer 3D-Struktur als Pacman dargestellt.  
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Die ADP-Ribosylierung von Zielproteinen ist für unterschiedliche ARTs an 

unterschiedlichen Aminosäuren möglich z.B. Arginin, Cystein, Asparagin, Glutamin, 

Diphthamid (ein modifiziertes Histidin) und Lysin (Haag and Koch-Nolte, 1997). 

Einige ARTs sind auch in der Lage, freie Aminosäuren oder H20 als Akzeptor für 

ADP-Ribose zu verwenden. Die Hydrolyse von NAD+ zu Nicotinamid und nicht 

gebundener ADP-Ribose wird als NAD-Glykohydrolase- oder auch NADase-

Reaktion bezeichnet ((Haag and Koch-Nolte, 1998; Koch-Nolte et al., 2000; Koch-

Nolte et al., 2001b)). Diese Hydrolyseaktivität findet sich ebenfalls bei anderen NAD 

spezifischen Ekto-Enzymen wie CD38 und CD157 (Ortolan et al., 2002). ADP-

Ribosylierung kann in Gegenwart hoher Konzentrationen von ADP-Ribose auch 

nicht-enzymatisch erfolgen. Dabei erfolgt die Übertragung von ADP-Ribose auf 

Amino-, Thiol- oder Hydroxygruppen von Seitenketten ((McDonald and Moss, 

1994) (Cervantes-Laurean et al., 1995)). Diese nicht spezifischen Modifikationen 

erfolgen langsam und benötigen hohe ADP-Ribose-Konzentrationen. In den 

Versuchen in dieser Arbeit wurde daher, um solche unspezifischen Effekte 

auszuschließen, zusätzlich zu dem jeweiligen markierten NAD (etheno-NAD oder 
32P-NAD) ADP-Ribose beigefügt. 

Proteine sind nicht die einzigen Substrate von ARTs. So wurde  z.B. eine RNA-

ADP-Ribosylierung beschrieben (Spinelli et al., 1999), sowie die ADP-

Ribosylierung von DNA durch Pierisin, einer Toxin-ähnlichen ART einer 

bestimmten Schmetterlingsart,  und die ADP-Ribosylierung des Antibiotikums 

Rifampin durch eine mykobakterielle ART, als neuer Mechanismus einer 

Antibiotikaresistenz ((Koch-Nolte et al., 2001a; Koch-Nolte et al., 2001b; Quan et 

al., 1999)).  

Interessanterweise findet sich im Genom von Hefe, Wurm, Fliege oder Pflanze kein 

vorhergesagtes offenes Leseraster („open reading frame“) mit Sequenzähnlichkeit zu 

den Säugetier-ARTs oder zu den bakteriellen ARTs (Glowacki et al., 2002).  Diese 

phylogenetische Lücke deutet darauf hin, dass die ARTs durch horizontalen 

Gentransfer in das Genom der Säugetiere hineingekommen sein könnten.  
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1.2.1 Bakterielle ADP-Ribosyltransferasen und ihre Zielproteine 

Zytotoxizität durch Protein-ADP-Ribosylierung ist der pathogenetische 

Mechanismus einer Reihe bakterieller Toxine, die lebensgefährliche Erkrankungen 

auslösen (z.B. C. diphteriae, V. cholerae, E. coli, B. pertussis, S. entericae, C. 

botulinum, S. aureus, P. aeruginosa)((Aktories and Just, 2000; Domenighini and 

Rappuoli, 1996; Otto et al., 2000)). Die bakteriellen ARTs gelangen dabei durch 

verschiedene Mechanismen in die Zelle und unterbinden wichtige Funktionen durch 

ADP-Ribosylierung von Schlüsselenzymen. Die katalytische Untereinheit des 

Diphtherietoxins ADP-ribosyliert z.B. im Zytosol der Wirtszelle den 

Elongationsfaktor 2 an einem Diphthamid-Rest, wodurch es zum Erliegen der 

Proteinbiosynthese kommt. Das Choleratoxin beeinflusst die Signaltransduktion, 

indem es spezifisch Arginin-Reste an der Alpha-Untereinheit eines heterotrimeren G-

Proteins ADP-ribosyliert, wodurch das Enzym Adenylatcyclase permanent aktiviert 

wird (Moss and Vaughan, 1988). Als weitere Beispiele seien Salmonella enterica 

Toxin (SpvB) und das C2-Toxin von C. Botulinum genannt, wobei in beiden Fällen 

Aktin ADP-ribosyliert wird ((Tezcan-Merdol et al., 2001) (Aktories, 1994)). Tabelle 

1 zeigt eine Übersicht über prokaryotische und eukaryotische ARTs und ihre 

Zielproteine. 
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Tabelle 1: Übersicht über prokaryotische und eukaryotische ARTs und ihre Zielproteine 
(Seman et al., 2004) 

Enzym „target“ Effekt 

Prokaryotische Enzyme:   

Diphtherie-Toxin EF-2 Inhibierung der Protein-Synthese 

Pseudomonas Exotoxin A unbekannt unbekannt 

Cholera Toxin Gαs, Gαt Inhibierung der GTPase-Aktivität 

Escherichia coli Toxin (LT1 und LT2) unbekannt unbekannt 

Pertussis Toxin Gαi, Gαo, Gαt Entkopplung von Rezeptor und G-Protein 

Salmonella enterica Toxin (SpvB) Aktin Inhibierung der Aktin-Polymerisation 

C. botulinum Toxin (C2) 
Bacillus cereus Toxin (VIP2) 

unbekannt unbekannt 

Pseudomonas Exotoxin S Ras Auseinanderbrechen des Zytoskeletts 

C. Botulinum Exotoxine (C3) 
C. limosum Exotoxin (C3-ähnlich) 
S. aureus Exoenzym (C3stau) 
Bacillus cereus Exonenzym (C3cer) 

Rho, Rac Auseinanderbrechen des Zytoskeletts und Golgi-
Apparat 

Mycobacterium smegmatis  
mono(ADP-ribosyl)-Transferase 

Rifampicin Antibiotikainaktivierung 

Rhodospirillum rubrum (DRAT) Dinitrogenase Reduktase Inhibierung der Enzymaktivität 

E. Coli Teven Phagen Toxin (ALT,  
MOD) 

RNA-Polymerase Inhibierung der Transkription 

Bacillus sphacricus Toxin (MTX) EF-Tu und andere Inhibierung der Protein-Synthese 

Eukaryotische Ektoenzyme:   

ART1 Integrin α7, Defensin 
HNP-1,  
FGF-2, PDGF-BB 

Inhibierung von Zielfunktionen 

ART2.1 und ART2.2 LFA-1, CD8, CD27,  
CD43, CD44, CD45, P2X7 

Inhibierung von Lymphozyten-Funktionen und 
Induktion von Apoptose 

ART3 unbekannt unbekannt 

ART4 unbekannt unbekannt 

ART5 unbekannt unbekannt 

ART6.1 und ART6.2 Aktin Inhibierung von Zielfunktion 

ART7 unbekannt unbekannt 

P. rapae Toxin, Pierisin DNA Induktion von Apoptose 



Einleitung                                                                                            

   

36 

1.2.2 Eukaryotische ADP-Ribosyltransferasen  

Alle bisher bekannten eukaryotischen ARTs sind extrazelluläre Proteine mit einer 

molekularen Größe von ca. 30-40 kDa, die transmembran verankert sind oder 

sezerniert werden. Die Bindung an die Zellmembran erfolgt meist mit einem 

Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker. 

Die erste eukaryotische Mono-ADP-Ribosyltransferase, heute als ART1 bezeichnet,  

wurde aus dem Skelettmuskel des Kaninchens kloniert (Zolkiewska et al., 1992). 

Auch auf den murinen Lymphomzelllinien SL12 (Yu et al., 1997) und Yac-1 

(Okazaki et al., 1996) ließ sich ART1 identifizieren. ART-Aktivität, die vermutlich 

ART1 zuzuschreiben ist, wurde in Membranpräparationen von Herzmuskelzellen 

von Ratte, Maus, Wachtel, Hund und Kaninchen (McMahon et al., 1993), sowie auf 

humanen polymorphnukleären neutrophilen Leukozyten (PMNs) ((Allport et al., 

1996) (Donnelly et al., 1996)) und humanen Epithelzellen des Respirationstraktes 

nachgewiesen ((Paone et al., 2002) (Balducci et al., 1999)).  

ART2 konnte initial auf Lymphozyten der Ratte identifiziert werden. Dabei zeigte 

sich, dass ART2 dem schon länger bekannten Lymphozytendifferenzierungsmarker 

RT6 entsprach ((Haag et al., 1995) (Haag and Koch-Nolte, 1997)). Auch in der Maus 

konnte ART2 nachgewiesen werden, wohingegen ART2 beim Menschen nur als 

Pseudogen vorliegt. ART2-Expression außerhalb des Immunsystems ist bisher nicht 

bekannt. Das Maus ART2 umfasst zwei eng verwandte Gene ART2.1 und ART2.2, 

wovon drei Haplotypen bekannt sind ((Koch et al., 1990) (Prochazka et al., 1991) 

(Hollmann et al., 1996)). Verschiedene Maus-Stämme unterscheiden sich in ihrem 

Gebrauch der zwei Loci innerhalb verschiedener lymphatischer Gewebe.  ART2.1 

wird in dem Maus-Stamm NZW exprimiert, wobei das Gen für ART2.2 fehlt. 

ART2.2 wird in dem Mausstamm C57BL/6 exprimiert, wobei das Gen für mART2.1 

inaktiviert vorliegt. Beide ARTs werden gleichermaßen in den Mausstämmen Balb/c 

und B6NWF exprimiert ((Prochazka et al., 1991) (Hollmann, 1996 #74)). Das 

Ratten-ART2 besitzt eine starke NADase-Aktivität, ist jedoch nicht in der Lage, 

andere Zelloberflächenproteine zu modifizieren. Ratten-ART2.2 besitzt im 

Gegensatz zu Ratten-ART2.1 eine Auto-ADP-Ribosyltransferaseaktivität {Haag 

1995, Karsten, 1997 #3}. Interessanterweise finden sich ART2 und ART1 
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vorzugsweise auf differenzierten Zellen. So findet sich ART2 nur auf ausgereiften 

peripheren T-Zellen, und ART1 nur auf ausgereiften Myotubuli (Zolkiewska and 

Moss, 1993).  

1997 konnten zwei weitere neue Mitglieder der ARTs im menschlichen Genom 

identifiziert und kloniert werden, benannt ART3 und ART4 (Haag and Koch-Nolte, 

1997). Dabei handelt es sich ebenfalls um GPI-verankerte ARTs. ART3 zeigte in 

Northernblot-Analysen im Hodengewebe die stärksten Signale, konnte daneben aber 

ebenfalls im Skelettmuskel, Herzmuskel und in humanen Atemwegszellen, sowie auf 

durch LPS aktivierten Makrophagen (Grahnert et al., 2002) nachgewiesen werden. 

ART4 entspricht dem aus der Bluttransfusion bekannten Dombrock-Antigen auf 

Erythrozyten (Gubin et al., 2000). ART3 und ART4 zeigen im Bereich ihres aktiven 

Zentrums keine typische Konsensussequenz für Arginin-spezifische ARTs. Welche 

Rolle ART3 und ART4 nach Verlust der ursprünglichen Enzymaktivität zukommt, 

ist unklar. Neben der Expression von ART4 auf Erythrozyten, konnte es in 

niedrigeren Konzentrationen  auf Endothelzellen, Monozyten und auf der Leukämie-

Zelllinie KU-812 (Parusel et al., 2005), sowie auf humanen Atemwegszellen 

(Balducci et al., 1999) und auf durch LPS aktivierten Makrophagen (Grahnert et al., 

2002) nachgewiesen werden.  

1996 wurde ART5 kloniert (Okazaki and Moss, 1996). ART5 ist eine sezernierte 

ART und wird am stärksten im Hoden und nur weniger stark in Skelett- und 

Herzmuskel exprimiert. Wie Ratten-ART2 besitzt Maus-ART5 eine starke NADase-

Aktivität, und nur eine schwache ADP-Ribosylierungpotenz von Fremdproteinen 

(Glowacki et al., 2002). Interessanterweise scheint die Auto-ADP-Ribosylierung von 

Maus ART5 die Transferaseaktivität in vitro zu steigern (Weng et al., 1999). Das 

humane ART5 hingegen entspricht in seiner Enzymaktivität eher dem Maus-ART2.1 

und -ART2.2. Neben der Auto-ADP-Ribosylierung werden vor allem andere 

Zelloberflächenproteine modifiziert bei nur schwacher NADase-Aktivität ((Karsten 

et al., 1997) (Glowacki et al., 2001) (Okazaki et al., 1996)).  

Aus Knochenmarkszellen vom Huhn konnten 1994 ART6.1 und ART6.2 kloniert 

werden (Tsuchiya et al., 1994). Dabei handelt es sich höchstwahrscheinlich um 

sezernierte Formen (Tsuchiya et al., 1994). Des Weiteren wurde ART6.1 in Granula 
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von PMNs gefunden ((Mishima et al., 1991) (Terashima et al., 1996)). Tabelle 2 

zeigt eine Übersicht über die verschiedenen eukaryotischen ADP-

Ribosyltransferasen. 

 
 

 

 

ART Expressionsprofil 
ART1 Skelettmuskulatur, Herzmuskel, Lunge, Neutrophile Granulozyten, Lymphoma-

Zellinien 
ART2 Reife T-Zellen 
ART3 Hoden, Herzmuskel, Skelettmuskel, Lunge, Monozyten 
ART4 Erythrozyten, Hämatopoetische Zellen, Herzmuskel, Skelettmuskel, Lunge, Monozyten 
ART5 Hoden, Herzmuskel, Skelettmuskulatur, Lymphoma-Zellinien 
 

 

 

Tabelle 2: Übersicht über das Expressionsprofil eukaryoter ADP-Ribosyltranferasen  
(aus (Seman et al., 2004)) 

 

Beim Menschen wurden bisher vier funktionstüchtige Toxin-verwandte ART-Gene 

identifiziert (ART1, ART3, ART4, ART5) ((Haag and Koch-Nolte, 1998) (Koch-

Nolte et al., 1997)). Bei der Maus sind durch die Duplikation von ART2 bisher sechs 

ARTs bekannt (ART1, ART2.1, ART2.2, ART3, ART4, ART5). Bei Kaninchen und 

Ratte sind bisher 5 ARTs identifiziert worden (ART1, ART2, ART3, ART4, ART5). 

Arginin-spezifische ADP-Ribosylierung konnte für ART1, ART2.1, ART2.2, ART5, 

ART6.1, ART6.2 und ART7 nachgewiesen werden, wobei sich bei ART1, ART2 

und ART5 in der katalytischen Domäne ein für die Argininspezifität typisches R-S-

EXE-Motiv findet. 

Auf einer Reihe von Zellen konnte ART-Aktivität detektiert werden, wobei die 

molekulare Charakterisierung der ARTs jedoch offen blieb. So fand sich z.B. ART-

Aktivität auf Makrophagen ((Hauschildt et al., 1994; Pellat et al., 1994)). Ferner 

zeigte sich in Rattengehirnen (Matsuyama and Tsuyama, 1991), sowie in der 

Nebennierenrinde von Ratten  ART-Aktivität (Fujita et al., 1995). 
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1.2.3 Zielproteine eukaryotischer ADP-Ribosyltransferasen im Kontext des 

Immunsystems 

Theoretisch ist denkbar, dass die ADP-Ribosylierung als cis-ADP-Ribosylierung 

(ADP-Ribosylierung von Proteinen auf der gleichen Zelle), oder als trans-ADP-

Ribosylierung (ADP-Ribosylierung von Proteinen auf benachbarten Zellen oder von 

löslichen Proteinen) erfolgen kann (siehe Abb. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

Abbildung 7: Schematische Darstellung der ADP-Ribosylierung in cis (A) und in trans (B)  

 

1.2.3.1 Zielproteine in cis-Stellung 

Bekannte Zielproteine von Maus T-Zellen in cis sind LFA-1 (αL/β2-Integrin), CD8, 

CD45, CD44, CD43 und CD27 ((Nemoto et al., 1996),(Liu et al., 1999; Okamoto et 

al., 1998)). Kürzlich von unserer Arbeitsgruppe der Purinorezeptor P2X7 als weiteres 

Zielprotein in cis identifiziert werden.  

Dabei scheint die spezifische Lokalisation von ARTs in den Rafts Einfluß auf die 

Zeilproteinspezifität zu haben (Bannas et al., 2005). So konnte das 

Zielproteinspektrum durch Auflösen der Rafts mit Cyclodextrin erweitert werden 

(Bannas et al., 2005). Des Weiteren zeigte nur GPI-verankertes, nicht aber 

transmembran verankertes mART2.2 eine Auto-ADP-Ribosylierung (Bannas et al., 

2005).  

A B 
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1.2.3.2 Zielproteinen in trans-Stellung 

Trans-ADP-Ribosylierung konnte bisher nur an löslichen Zielproteinen 

nachgewiesen werden.  So konnte in vitro die ADP-Ribosylierung des „basic 

fibroblast growth factor 2“ (FGF-2) nachgewiesen werden. Dadurch wurde die 

Bindung von FGF-2 an Heparin, sowie an seinen Rezeptor (FGFR) moduliert 

(Boulle et al., 1995). Als weiteres Zielprotein wurde der „platelet-derived growth 

factor-BB“ (PDGF-BB) beschrieben (Saxty et al., 2001). Dabei zeigte sich beim 

ADP-ribosylierten PDGF-BB ein Verlust seiner mitogenen und chemotaktischen 

Wirkung an humanen glatten Muskelzellen der Lunge (Saxty et al., 2001). 

Darüberhinaus konnte das Tetrapeptid Tuftsin als Zielprotein von ARTs aus 

heterophilen Leukozyten des Huhns nachgewiesen werden (Terashima et al., 1997). 

ADP-ribosylierung von Tuftsin inhibierte die Bindung an seinen Rezeptor und seine 

phagozytosestimulierende Wirkung gegenüber Makrophagen (Terashima et al., 

1997). Des Weiteren gelang der Nachweis der ADP-ribosylierung des 

antibakteriellen Faktors Defensin-1 (Paone et al., 2002). Dabei zeigte sich durch 

ADP-Ribosylierung eine signifikante Reduktion der antimikrobiellen und 

zytotoxischen Aktivität. Die Chemotaxis gegenüber T-Lymphozyten zeigte sich 

durch ADP-Ribosylierung von Defensin-1 hingegen nicht beeinträchtigt. In der 

broncheoalveolären Lavage von Rauchern konnte ADP-ribosyliertes Defensin in vivo 

detektiert werden (Paone et al., 2002).  

Ob es z.B. im Kontext der immunologischen Synapse zu ADP-Ribosylierung von 

Zielproteinen auf benachbarten Zellen kommt, könnte durch weitere Experimente 

erfolgversprechend untersucht werden.  
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1.2.4 Effekte der ADP-Ribosylierung auf T-Zell-Funktionen 

1.2.4.1 Der NAD induzierter Zelltod („NAD induced cell death“: NICD) 

Der extrazelluläre ATP-Stoffwechsel weist eine Reihe von Parallelen zum 

extrazellulären NAD-Stoffwechsel auf. Beide Nukleotide können von Zellen durch 

lytische und nicht lytische Mechanismen freigesetzt werden ((Bruzzone et al., 2001) 

(Contreras et al., 2002)) und durch membranverankerte oder lösliche Ektoenzyme 

wie NADasen, ATPasen und Phosphodiesterasen hydrolysiert werden ((Goding and 

Howard, 1998) (Lund et al., 1995)). Beide Nukleotide dienen als Substrate für 

posttranslationale Modifikationen: Phosphorylierung und ADP-Ribosylierung. 

Daneben kommen Interaktionen mit spezifischen extrazellulären Rezeptoren vor. 

ATP bindet z.B. als Ligand an den Purinorezeptor P2X7, einem auf Lymphozyten 

exprimierten ATP gesteuerten Ionen-Kanal und löst dadurch Apoptose aus ((Di 

Virgilio et al., 2001) (Zanovello et al., 1990)). Adriouch et al. zeigten 2001, dass 

auch die Inkubation von nativen T-Zellen mit NAD Apoptose induzierte (Adriouch 

et al., 2001). 2003 konnten Seman et al. zeigen, dass dieser als NAD induzierter 

Zelltod bezeichnete Effekt (NICD) durch die ADP-Ribosylierung von P2X7 

ausgelöst wird (Seman et al., 2003). Der Adenin-Gruppe scheint innerhalb des NADs 

eine besondere Rolle zuzukommen, da NAD-Analoga mit Veränderungen an der 

Adeningruppe wie etheno-NAD, Nikotinamid-Guanidin-Dinukleotid (NGD) und 

Nikotinamid-Hypoxantin-Dinukleodid (NHD) keinen NICD auslösten (Seman et al., 

2003). Die zur P2X7-Aktivierung benötigten NAD-Konzentrationen waren 

interessanterweise deutlich geringer als die ATP-Konzentrationen. Die Sensitivität 

gegenüber dem NICD korrelierte mit der Expression von ART2.2. Thymozyten 

zeigten sich gegenüber dem NICD resistenter als periphere Lymphknoten-Zellen, 

aktivierte T-Zellen resistenter als ruhende T-Zellen (Haag et al., 2002). 

Regulatorische T-Zellen (Tregs) waren besonders sensitiv für NICD (Aswad et al., 

2005). Auch in NK-T-Zellen konnte NICD induziert werden (Kawamura et al., 

2006). ART2 wird von der Zelloberfläche der T-Zellen durch eine Metalloprotease 

freigesetzt (Kahl et al., 2000) und macht aktivierte T-Zellen somit für den NICD 

resistent. 
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Der P2X7-Rezeptor des Mausstammes C57BL/6 trägt eine natürliche Mutation 

(P451L), die die Sensitivität für die ATP induzierte Öffnung des Ionenkanals 

drastisch reduzierte (Adriouch et al., 2002). Lymphozyten aus C57BL/6 Mäusen 

zeigten sich im Verhältnis zu solchen aus BALB/c-Mäusen als weniger empfänglich 

für NICD (Adriouch et al., 2001). Daher ist anzunehmen, dass viele ART-vermittelte 

Effekte, die an C57BL/6-Zellen beobachtet wurden, nicht ausschließlich auf NICD 

zurückzuführen sind.  

1.2.4.2 Nicht oder nicht sicher durch NICD erklärbare Effekte von ARTs auf T- 

   Zell-Funktionen  

Neben dem oben beschriebenen NICD wurden verschiedene andere Auswirkungen 

der ADP-Ribosylierung auf T-Zell-Funktionen im Maussystem beschrieben, die hier 

kurz zusammengefasst werden sollen.  

Wang et al. zeigten 1994, dass die ADP-Ribosylierung von T-Zellen die Proliferation 

und Zytotoxizität von T-Zellen hemmt ((Ohlrogge et al., 2002; Wang et al., 1994)). 

Liu et al. zeigten 1999 in Kolokalisationsexperimenten, dass ADP-Ribosylierung die 

Formation der immunologischen Synapse beeinträchtige (Liu et al., 1999). Auch die 

„graft versus host reaction“ ließ sich durch ADP-Ribosylierung supprimieren (Liu et 

al., 2001).  

Okamoto et. al. zeigten 1998 in vivo eine Reduktion der DTH-Antwort nach 

intraperitonealer Injektion von NAD. Ferner zeigte sich in dieser Arbeit, dass die 

Vorbehandlung von T-Zellen in vitro mit NAD, ebenso wie die intravenöse Injektion 

von NAD, das Homing-Verhalten von LK-Zellen beeinflußt. Als möglicherweise an 

der Inhibierung des Homings beteiligte ADP-ribosylierte Zielproteine wurden CD44, 

CD43 und LFA-1 vermutet. Leider kann bei den meisten in dieser Arbeit 

dargestellten Versuchen die verwendete Mauslinie aus der Veröffentlichung nicht 

genau entnommen werden (entweder C57BL/6 oder B6.C-H-2-Mäuse) (Okamoto et 

al., 1998). Dies wäre jedoch für eine Beurteilung wichtig, da die C57BL/6-T-Zellen 

gegenüber dem NICD nicht empfänglich wären. Da jedoch Versuche zur 

Untersuchung der Apoptose wie DNA-Fragmentierung und Untersuchung der 

Zellvitalität in derselben Veröffentlichung negativ verliefen, erscheint NICD als 

Ursache für das veränderte Homingverhalten unwahrscheinlich (Okamoto et al., 
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1998). Nemoto et. al. zeigten 1996 an EL4-Lymphoma-Zellen in einem Adhäsions-

Assay, dass die homotypische Zellaggregation durch Zelloberflächen-ADP-

Ribosylierung von LFA-1 beeinflussbar ist (Nemoto et al., 1996). Eine Beteiligung 

von LFA-1 am durch ADP-Ribosylierung inhibierten Homing erscheint somit 

möglich.  

In CTLs aus C57BL/6-Mäusen und mit ART1 transfizierten EL4 Lymphomazellen 

hemmte die ADP-Ribosylierung die durch anti-CD8-Antikörper vermittelte 

Autophosphorylierung von Lck sowie die Produktion von IP3 (Liu et al., 1999; 

Wang et al., 1996). In Lck-Immunpräzipitaten von mit 32P-NAD markierten 

C57BL/6-CTLs zeigte sich ein kopräzipitiertes 40 kDa großes ADP-ribosyliertes 

Protein, welches nicht der ART selbst entsprach (Wang et al., 1996). Ob es sich 

dabei um CD8 handelte, blieb ungeklärt. Zusammengefasst deuten diese 

Experimente darauf hin, dass die ADP-Ribosylierung von Oberflächenproteinen von 

C57BL/6-T-Zellen über einen durch CD8 und Lck vermittelten Signalweg hemmend 

wirken könnte.  

1.2.5 Das NAD verstoffwechselnde Ektoenzym CD38 

CD 38 ist ein Typ II Transmembranprotein, welches eine potente ekto-NAD-

Glycohydrolase-aktivität besitzt ((Ferrero and Malavasi, 1999; Schuber and Lund, 

2004)) und auf Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen und dendritischen 

Zellen exprimiert wird. CD38-defiziente Mäuse zeigten eine beeinträchtigte 

humorale Immunität, eine verminderte Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten 

und dendritischen Zellen ((Cockayne et al., 1998) (Partida-Sanchez et al., 2001) 

(Partida-Sanchez et al., 2004)). Die dramatische Reduktion von NADase-Aktivität in 

CD38-/- Mäusen spricht dafür, dass CD38 die dominierende NADase in den meisten 

murinen Geweben wie Lymphknoten, Milz und Knochenmark ist (Partida-Sanchez et 

al., 2001). CD38 wird dabei im Gegensatz zu den murinen ARTs von B-Zellen und 

aktivierten T-Zellen exprimiert ((Cockayne et al., 1998; Moreno-Garcia et al., 

2004)). CD38 inhibiert die ADP-Ribosylierung von T-Zellen in trans-Stellung,  was 

sich durch Reduktion des für die ARTs verfügbaren Substrats NAD durch CD38-

tragende Zellen erklären lässt (Krebs et al., 2005). Des Weiteren zeigen 

Lymphozyten von CD38 -/- Mäusen eine stärkere etheno-ADP-Ribosylierung als 
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solche aus Wild-Typ-Mäusen (Krebs et al., 2005). Zusammenfassend lässt sich 

feststellen, dass ARTs und CD38 in Bezug auf die ADP-Ribosylierung Gegenspieler 

sind. In dieser Betrachtungsweise wären ARTs „NAD-Sensoren“, die die 

extrazelluläre NAD-Konzentration in ADP-Ribosylierung von 

Zelloberflächenproteinen übertragen, wohingegen CD38 die ADP-Ribosylierung 

durch Verminderung des Substrates NAD zeitlich terminiert.  

Im NOD/Lt Maus-Modell für den Typ-1 Diabetes zeigte sich nach Depletion von 

Lymphozyten durch Cyclophosphamid eine verzögerte Repopulation von mArt2.2+ 

im Vergleich zu ART2.2- T-Zellen in der Milz und in den Inseln des Pankreas. Diese 

verzögerte Repopulation korrelierte mit der Entwicklung von ausgeprägtem Diabetes 

(Ablamunits et al., 2001). Behandlung von Milz-T-Zellen mit NAD führte zur 

Inhibierung von anti-CD3 induzierter T-Zell-Aktivierung und Hemmung der 

Zytotoxizität von CD8-Effektor-Zellen gegenüber den Beta-Zellen des Pankreas 

(Ablamunits et al., 2001). 2005 konnten Chen et al. in diesem Diabetesmodell 

nachweisen, dass die Entwicklung des Diabetes sowohl von CD38 als auch von 

ART2 abhängig war (Chen et al., 2006). Zur Aufklärung der in die 

Diabetesentwicklung involvierten Signalwege erscheint die Identifizierung von 

beteiligten ART-Zielproteinen entscheidend. 
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2 Zielsetzung 

Als zentrale Fragestellung der Arbeit sollte der Einfluß der ADP-Ribosylierung auf 

die Signaltransduktion von T-Zellen untersucht werden. Dabei stand die Suche nach 

neuen an der Signaltransduktion beteiligten ART-Zielproteinen neben der Analyse 

bekannter ART-Zielproteine im Vordergrund. Um ART-Zielproteine einfacher 

darstellen zu können, sollte untersucht werden, ob der schon erfolgreich im FACS 

eingesetzte 1G4-Antikörper auch im Westernblot Anwendung finden könnte. Die 

1G4-Westernblotmethode sollte an bekannten Zielproteinen etabliert werden. 

Anschließend sollten Zielproteine von ARTs und Tyrosinkinasen untersucht werden, 

um Schnittstellen zwischen T-Zell-Aktivierung und ADP-Ribosylierung zu 

identifizieren. Darüber hinaus war es Ziel, diese Interaktionspartner in Abhängigkeit 

der T-Zellaktivierung zu untersuchen. Weiteres Ziel war es ausreichende quantitative 

und qualitative Mengen von 1G4-Immunpräzipitaten für massenspektroskopische 

Untersuchungen herzustellen, um neue ART-Zielproteine, sowie mögliche 

Interaktionpartner von ART-Zielproteinen identifizieren zu können. Ferner sollte die 

Fragestellung der ADP-Ribosylierung in trans-Stellung, sowie das Zusammenspiel 

von ARTs und CD38 untersucht werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Laborgeräte 

PTC-100TM PCR-Maschine    MJ Research, Inc Watertown, MA (USA) 

Bio-Rad Gene Pulser     Biorad, München 

FACScan      Becton Dickinson, Heidelberg 

FACSCalibur      Becton Dickinson, Heidelberg 

Entwicklungsmaschine Fuji FPM 100A Fuji Photo Film GmbH, Düsseldorf 

Xcell II Mini-Cell & Xcell Blot Module Invitrogen, Groningen (Niederlande) 

MACS MultiStand     Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

QTOF II, Massenspektrometer   Micromass (USA) 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien  

Nitrozellulose-Hybond-C    Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg 

Polyvinyldendifluorid-Immobilon (PVDF)Boehringer Ingelheim, Ingelheim 

Kodak Biomax MR Röntgenfilm   Kodak Company, Connecticut (USA) 

Hyperfilm ECL      Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg 

Filter + Kassetten (3H-Thymidin)   Wallac, Turku (Finnland) 

NuPAGE 10% Bis-Tris Gel    Invitrogen,Groningen (Niederlande) 

1.0mm, 10well  

NuPAGE 10% Bis-Tris Gel    Invitrogen,Groningen (Niederlande) 

1.0mm, 12well   

NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel   Invitrogen,Groningen (Niederlande) 

1.0mm, 12well   

Küvetten:  0,4 cm Elektroden-Abstand Biorad, München 

Küvetten: 0,2 cm Elektroden-Abstand  Biorad, München 

ZOOM Strip pH 3-10, 4-7 und 6-9  Invitrogen,Groningen (Niederlande) 

Aminolink-Kit       Pierce, Rockford (USA) 

LS-Columns      Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Kulturplatten       Nunc, Roskilde (Dänemark) 
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LS-Columns      Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

3.1.3 Mausstämme 

BALBc      Jackson Laboratory (USA) 

C57BL/6 Mäuse     Charles Rivers, Sulzfeld 

3.1.4 Zelllinien 

DC27.10 Hybridom     B. Fleischer, BNI, Hamburg 

Jurkat Tet-On (JTO)     Clontech, Heidelberg 

Zellkulturmedium für Zelllinien:  

Vollmedium: RPMI (Gibco BRL)  - 10% FCS (Biochrom) - 1% 

Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL) - 1%, Glutamin (Gibco BRL) - 1% Pyruvat 

(Gibco BRL) - 4.7µl/500ml -Merkaptoethanol) 

3.1.5 Antikörper 

3.1.5.1 Konjugierte Antikörper 

Ratte α-Maus Art2.2 (IgG2a)-FITC  Inst. f. Immunologie, Hamburg 

(Nika102) 

Ratte α-Maus ART2.1-FITC   Inst. f. Immunologie, Hamburg 

(A102, IgG2a) 

Ratte α-Maus CD8α -PE (IgG2α , 536.7) Pharmingen, Heidelberg 

Esel α-Maus IgG-PE (H+L, F(ab)2)  Dianova, Hamburg 

Esel α-Ratten IgG1-PE    Dianova, Hamburg 

Maus α-etheno-Adenosin-FITC   Inst. f. Immunologie, Hamburg 

(IgG2α) (1G4) 

Ratte α -humanes CD38-APC   Dianova, Hamburg 

Ratte α -Maus IgG1 MicroBeads   Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Ziege α -Maus IgG-     Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg  

Meerrettich-Peroxidase 

Ratte α-Maus CD44-PE (IgG2b)   DAKO, Hamburg 

Ratte α-Maus CD45(RB)-PE (IgG2a)  DAKO, Hamburg 

Ratte α-Maus CD45(RC)-PE (IgG2a)  DAKO, Hamburg 
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Anti-Phosphotyrosine-HR-POD (RC20) Transducion Laboratories, Lexington 

Maus α-FLAG M2, Agarose konjugiert  SigmaAldrich, Deisenhofen 

Anti-Phosphotyrosine, Agarose   Upstate,  Dundee 

konjugiert (Klon 4G10, IgG2b)   

Maus α-humanes CD8a-PE (IgG2a)  DAKO, Hamburg 

3.1.5.2 Unkonjugierte Antikörper 

Maus α-etheno Adenosin (IgG2α, 1G4) R. Santella (Columbia University, NY) 

Ratte α-Maus CD11a (IgG2α, M17/4)  Pharmingen, Heidelberg 

Ratte α-Maus CD205 (Dec205)   Serotec, Düsseldorf 

Hybridomüberstand (IgG2a, NLDC-145)   

α-Maus-PAG (polyklonales Serum):   freundlicherweise zur Verfügung gestellt 

von B. Schraven, Otto-von-Guericke-

Universität Magdeburg 

Kaninchen α-humanes/murines Lck  Pharmingen, Heidelberg 

(Antiserum)  

Kaninchen α-Maus CD3 ( polyklonal)  Inst. f. Immunologie, Hamburg 

Ratte α-Maus ART2.2 (R8A102)   Inst. f. Immunologie, Hamburg 

Ratte α-Maus Art2.1/Art2.2 B54 (Bella) Inst. f. Immunologie, Hamburg 

Ratte α -humanes Art1    Inst. f. Immunologie, Hamburg 

3.1.6 Chemikalien 

Alle hier nicht angegebenen Chemikalien wurden von den Firmen Merck 

(Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen. 

BSA      New England Biolabs, Schwalbach/Taunus 

G418      Gibco BRL, Eggenstein 

32P-NAD       Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg  

Protein G-Sepharose     Sigma Aldrich, Deisenhofen 
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3.1.7 Plasmidkonstrukte 

pEGFP-C1      Clontech, Heidelberg 

pTRE/hArt1       J. Mac Dermot, London 

pME/hArt1      Inst. für Immunologie Hamburg 

pME/hCD8α      Inst. für Immunologie Hamburg 

dnLKLF      Inst. für Immunologie Hamburg  

3.1.8 Proteinbiochemische Reagenzien 

ECL Western Blotting    Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

detection reagent 

SeeBlueTM Plus2     Novex, San Diego, CA (USA) 

Pre-Stained Standards  

NuPage SDS Page MOPS    Invitrogen, Groningen (Niederlande) 

running buffer  

NuPage SDS Page transfer buffer   Invitrogen, Groningen (Niederlande)  

NuPage sample reducing agent    Invitrogen, Groningen (Niederlande)  

NuPage LDS sample buffer    Invitrogen, Groningen (Niederlande)  

NuPage Antioxidant      Invitrogen, Groningen (Niederlande) 

StrataCleanTM Resin     Stratagene, Heidelberg  

Colloidal Blue Staining Kit    Invitrogen, Groningen (Niederlande) 

Re Blot Western Blot Recycling Kit"   (Chemicon) 

MACS-Buffer: PBS, 0,5 % BSA, 2 mM EDTA  

Antikörperinkubationslösung: TBS, Ziegenserum (10%), Tween 20 (20%) 

Blocklösung: 1xTBS - 5% Michpulver (Kleeblatt) oder 10% Ziegenserum  

Antikörperverdünnungslösung: 1xTBS - 5% Michpulver (Kleeblatt) oder 10% 

Ziegenserum oder RC20-Blocking- Lösung; zusätzlich 20% Tween 20  

RC20-Blocking-Lösung: 10% BSA, 100mM Tris pH 7,5, 1M NaCl, 1% Tween 20 

Waschlösung (für die PVDF-Membran): 1xTBS - 0.5% Tween 20 

Silberfärbungslösung (der NC-Membran): 1xTBS - 20% AgNO3 - 40% Na Citrat, 

20% FeSO4  

(frisch ansetzen) 
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Standart Lysepuffer: NaCl (0,1375 M), Tris (0,05 M, pH 7,8), Na-Ortho-Vanadat 

(1mM), EDTA (0,5mM, pH 8,0), Glycerol (10%ig), NP-40 (1%ig), complete 1x 

(Proteaseinhibitor, aus 25 facher Stock-Lösung), Igepal (entspricht NP40, 1%ig) 

Gey’s Puffer : Puffer A: 35g NH4Cl, 1.85g KCl, 1.5g Na2HPO4*12H2O, 0.119g 

KH2PO4, 5.0g Glukose, 0.05g Phenol Rot in 1 Liter H2O; Puffer B: 4.2g 

MgCL2*6H2O, 1.4g MgSO4*7H2O, 3.4g CaCl2*2H2O in 1 Liter H2O; Puffer C: 

22.5g NaHCO3 in 1 Liter H2O; 1x Gey's Puffer wurde kurz von Gebrauch angesetzt: 

20 % A + 5 % B + 5 % C + 70 % H2O 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Vorbemerkung über die verwendeten Expressionskonstrukte und 

Zelllinien 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden mit der murinen Zelllinie 

DC27.10 und der humanen Zelllinie Jurkat durchgeführt. Die verschiedenen ARTs 

(Maus ART2.1, Maus ART2.2, Maus ART1 und humanes ART1) wurden in den 

pME-Vektor kloniert. Dieser enthält als eukaryotischen Selektionmarker eine 

Neomycinresistenz und den für die Kontrolle der Transfektion wichtigen FLAG Tag, 

außerdem den SRα-Promotor und ein Poly-Adenylierungssignal (siehe Abb. 8). 

Stabile DC27.10-Transfektanten, die die verschiedenen ARTs im pME-Vektor 

exprimierten, waren zum Beginn meiner Arbeit bereits im Labor vorhanden.  

 

                                                      

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung des pME-Vektors: A Vektorkarte des pME-Vektors: 
dargestellt ist der vom CD8 stammende Leaders (CD8L), der Flag-Tag (Ft), sowie der GPI-Ankers 
(GPI) des ART2.2. B Schematische Darstellung des pME- ART2.2 Expressionskonstruktes: ART2.2 
ist als „Pac-Man“ dargestellt, blau dargestellt ist der FLAG-Tag  

 

Für die Experimente in Jurkat Zellen wurden transiente Transfektionen durchgeführt. 

Das Expressionskonstrukt für humanes ART1 (pTRE-hART1) wurde uns 

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Professor Mc Dermot aus London zur 

Verfügung gestellt (Abb. 9). Dabei handelt es sich um ein durch Tetrazyklin 

induzierbares System. Die verwendete Zelllinie „Jurkat tet on“ ist mit einem 

Tetracyklin induzierbaren Transaktivator versehen, welcher ein Fusionsprotein des 

pME.Ft.ART2.2.G

PI 

A B 
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bakteriellen Tetrazyklin Repressors (TetR) und der VP16 transaktivierenden Domäne 

ist. Das verwendete „response plasmid“ (pTRE-hART1) trug ein „tetracycline 

response element“ innerhalb des Promotors welches die Expression des humanen 

ART1 steuerte. Aus unbekannter Ursache zeigte sich jedoch auch schon ohne 

Tetrazyklingabe die Expression des Transgens (Daten nicht dargestellt). Einige 

Experimente wurden mit diesem Konstrukt durchgeführt, in einigen Experimenten 

wurde der pME-Vektor verwendet. Der Vorteil des pME-Vektors liegt wie oben 

beschrieben darin, die Expression des Transgens mittels anti-FLAG spezifischem 

Antikörper kontrollieren zu können. Dies erwies sich jedoch als schwierig, da der 

gegen den FLAG-Tag gerichtete Antikörper M2 unspezifisch mit den Jurkat-Zellen 

reagierte. Ferner existierte mit dem 1G4-Assay ein zuverlässiges Verfahren, um 

indirekt auf die Expression schließen zu können. 

 

 

                                  

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Expressionskonstruktes pTRE-hART1 
Amp: Ampicillin-Resistenz, MCS: multiple cloning side, TRE: Tetracyclin response element, ori: 
origin of replication  
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3.2.2 Transiente Transfektion von Lymphomzellen 

10 cm Schalen wurden mit 10 ml RPMI-Medium (10%FCS, 1%Natrium-Pyruvat) 

gefüllt und 30 Min. bei 37° Grad vorgewärmt. Es wurden jeweils 5µg DNA (für 

DC27.10-Zellen) oder 10 µg DNA (für Jurkat-Tet-on-Zellen) pro Ansatz verwendet. 

Die DNA wurde direkt in die Küvetten gegeben (für DC27.10-Zellen wurden  0,2 cm 

Küvetten, für JTO wurden 0,4 cm Küvetten verwendet). Anschließend wurden die 

Zellen in RPMI (ohne Zusätze) aufgenommen und pro Ansatz 1*107-Zellen in 400µl 

(für DC27.10-Zellen) oder 7*106-Zellen in 700µl (für JTO-Zellen) verwenden. Die 

Elektroporation erfolgt bei 960 µF, mit 220 mV (DC27.10-Zellen) oder 280 mV 

(JTO-Zellen) für ca. 6  Sekunden. Anschließend wurden die elektroporierten Zellen 

in die vorgewärmten 10 cm Kulturschalen überführt. Die stabilen DC27.10-

Transfektanten für mArt1, hArt1, mArt2.1, mArt2.2, NOD/DA und DA/NOD 

wurden durch Elektroporation, G418-Selektion und Subklonierung generiert.  

 

3.2.3 Präparation muriner Lymphknoten- und Milzzellen 

Lymphknoten wurden aus cervikalen, axillären, inguinalen, submandibulären, 

mesenterialen und paraaortalen Lymphknoten präpariert und in ca. 8 ml RPMI (10% 

FCS) aufgenommen (siehe Abb. 10). Die Lymphknoten-Zellen wurden mit Hilfe 

einer Nytex-Membran aus dem Gewebeverband gelöst. Zur Herstellung einer 

Zellsuspension wurden die Lymphknoten mit Hilfe des Stempels einer 2 ml Spritze 

durch die Membran gedrückt, wobei Binde-und Stromagewebe in der Membran 

zurückblieb. Anschließend wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen.    
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Abbildung 10: Lage der lymphatischen Organe bei der Maus. Die Abbildung zeigt eine 
Zeichnung, die die Lage der lymphatischen Organe einer Maus in situ wiedergibt. 
(modifiziert nach http://www.eulep.org/Necropsy_of_the_Mouse/printable.php)  

 

Milzzellen wurde ebenfalls mit Hilfe einer Nytex-Membran in eine Zellsuspension 

überführt (siehe oben). Anschließend wurden die Erythrozyten mittels Inkubation der 

Zellen in 10ml Gey's Puffer (siehe unter Materialien) für 10 Minuten auf Eis lysiert. 

Die Zellen wurden zwei Mal gewaschen und nach Bestimmung der Zellzahl sofort 

für die Versuche eingesetzt. 
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3.2.4 Depletion von B-Zellen 

1*107-Zellen wurden in 80µl PBS (1% BSA) aufgenommen und mit Macs-Beats 

(10µl aMs-IgG1-Microbeats auf 1*107-Zellen) für 20 Min. bei 4° C inkubiert. Die 

LS-Säulen wurden in einen Magnetständer eingeführt (MACS MultiStand, Miltenyi ) 

und zwei mal mit PBS (1% BSA) gewaschen. Anschließend wurden die mit den 

Macs-Beats inkubierte Zell-Lösung über die Säule gegeben und der Durchlauf wurde 

weiter verwendet. 

3.2.5 Stimulation von Zellen mit Natrium-Ortho-Vanadat (V anadat) 

Der Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Vanadat wurde vor der Stimulation aktiviert. Zu 

dem Zweck wurden zu 100µl Vanadat (50mM) 30µl H2O2(30%ig) pipettiert. Dies 

führte dazu, dass die Lösung sich gelb verfärbte. Anschließend wurde eine 1:5 

Verdünnung in ddH2O durchgeführt (+520µl ddH2O). Für die Stimulierung wurden 

10µl aktiviertes Vanadat pro 1x107 Zellen pro 1 ml RPMI verwendet. Die Zellen 

wurden in einem Eppendorf Gefäß im Heizblock bei 37°C vorgewärmt. Die 

Stimulierung erfolgte für 3 Minuten. Sie wurde gestartet durch das Hinzupipettieren 

von Vanadat und beendet durch die Lyse in Standart-Lysepuffer (siehe Material). 

Die Zellen wurden dabei 20 Sekunden vor Ende der 3 Minuten in einer 

Tischzentrifuge abzentrifugiert und das Pellet in 100µl Lysepuffer resuspendiert.  

3.2.6 Stimulation von Zellen mit αααα-CD3, PMA und Ionomycin 

Die Stimulierung von nativen Lymphozyten mit α-CD3 (10µg pro Ansatz) und PMA 

(10ng pro Ansatz) oder Ionomycin (1µM) wurden analog zur Stimulierung mit 

Vanadat durchgeführt.  

3.2.7 Behandlung von Zellen mit 32P-NAD 

Die Zellen wurden einmal mit 10 ml PBS gewaschen und anschließend mit 10µCi 
32P-NAD für 30 Min. bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach Zentrifugieren wurde 

das Zellpellet so häufig mit 10 ml PBS gewaschen, bis im Überstand keine Strahlung 

mehr detektierbar war.  
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3.2.8 Behandlung von Zellen mit etheno-NAD 

Die Zellen wurden für 30 Min. bei 37°C mit verschiedenen Konzentrationen von 

etheno-NAD inkubiert. Anschließend wurden die Zellen drei Mal mit PBS 

gewaschen und weiter verwendet. Bei den Versuchen an primären Maus-Zellen 

wurde zusätzlich noch 2mM ADPR verwendet, bei der Maus-Zelllinie BALBc wurde 

zusätzlich noch 1mM DTT dazugegeben.    

3.2.9 Behandlung von Zellen mit PI-PLC 

5x106 Zellen wurden in 50µl RPMI aufgenommen und mit 2µl  PI-PLC (0,1 U/µl) für 

30 Min. bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

zentrifugiert und der Überstand für Westernblotanalysen verwendet. 

3.2.10 Lysieren von Zellen 

Zellen wurden abzentrifugiert und in 100µl/1x107Zellen lysiert. Anschließend wurde 

das Lysat für 30 Min. auf Eis inkubiert. Es folgten zwei Zentrifugationen bei 15000 

rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei 4°C, bei denen jeweils der Überstand 

überführt und weiter verwendet wurde.  

Zur Untersuchung GPI-verankerter Proteine wurde das Pellet erneut in 100µl/1x107-

Zellen aufgenommen und für 30 Min. bei 37°C inkubiert. Nach erneuter 

Zentrifugation (15000 rpm) wurde der Überstand weiter verwendet. 

3.2.11 " Fluorescence activated cell sorter " (FACS) 

Mittels Durchflußzytometrie (oder „Fluorescence activated cell sorter“, FACS) ist es 

möglich unter Verwendung von Fluorochrom markierten Antikörpern eine große 

Anzahl von Zellen auf Expression bestimmte Proteinen hin zu untersuchen. Die 

Zellen werden dabei in einem laminaren Flüssigkeitsstrom einzeln durch eine 

Laseroptik geführt. Das Gerät misst für jede einzelne Zelle die Parameter „forward 

scatter (FCS), „side scatter“ (SSC) und die Fluoreszenzintensität, wobei am 

verwendeten FACS „Calibur“ 4 verschiedene Spektren messbar sind. So können 

Zellen anhand ihrer Größe (FCS), ihrer Granulierung (SSC) und ihrer 

Fluoreszenzintensität untersucht werden. Die beiden erstgenannten Eigenschaften 

einer Zelle werden anhand ihrer Lichtstreuung gemessen, die zuletzt genannte 
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aufgrund ihrer Fluoreszenzmerkmale. Als Fluorochrome dienten Fluorescein 

Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) und Allophycocyanin (APC).  

Die Zellen wurden vor der Antikörperinkubation 1 Mal mit 3ml PBS gewaschen. Die 

Antikörper-Inkubationen erfolgten jeweils für 30 Min. auf Eis. Es wurden entweder 

direkt Fluoreszenzmarkierte Antikörper oder unkonjugierte Primärantikörper und 

Fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper verwendet. Nach jeder Inkubation folgte 

ein Waschschritt mit 3 ml PBS. Pro FACS-Röhrchen wurden jeweils ca. 2x105–

2x106 Zellen eingesetzt.  

3.2.12 Sortieren von Zellen  

Eine weitere Funktion des Durchflußytometers ermöglicht es, Zellen aufgrund ihrer 

Fluoreszenzmarkierung zu sortieren. Mit Hilfe dieser Technik wurden zwei Jurkat-

Zelllinien mit unterschiedlicher CD38 Expression hergestellt, die mit CD38hi (für 

hohe Expression) und CD38lo (für geringe Expression) bezeichnet wurden. 

3.2.13 Immunpräzipitation 

20µl Protein G-Sepharose-Matrix wurde mit PBS (1% Triton-X-100) gewaschen. 

Anschließend wurden die für die Immunpräzipitation verwendeten Antikörper in 

200µl Lysepuffer überführt und für mind. 45 Min. mit der Protein G-Sepharose bei 

4°C auf dem Roller inkubiert. Die Sepharose wurde mit einer abgeschnittenen 

Pipettenspitze überführt, der Überstand beim Waschen wurde jeweils mit Hilfe einer 

Vakuumzentrifuge und einer dünnen Injektionsnadel entfernt. Die für die 

Immunpräzipitation bestimmten Lysate wurden für 30 Min. in 20µl Protein G-

Sepharose vorinkubiert („Preclearing“), um unspezifische Bindungen an die 

Sepharose zu vermeiden. Anschließend wurde der Überstand auf die an Protein G-

Sepharose gekoppelten Antikörper gegeben und für 45 Minuten bei 4° C auf dem 

Roller inkubiert. Die Präzipitate wurden drei Mal mit 1ml Lysepuffer gewaschen. 

Alle Waschritte wurden mit Lysepuffer durchgeführt, um Protease- und 

Phosphataseaktivität zu minimieren. Für die Immunpräzipitation der Abb.29 

(Massenspektroskopie) wurde der 1G4-Antikörper mittels Aminolink-Kit (Pierce) an 

Sepharose immobilisiert, um Antikörperkontaminationen zu minimieren.  
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Im Versuch der Abb. 32 wurde eine zweifache Immunpräzipitation durchgeführt: 

Nach der ersten Immunpräzipitation mit dem 1G4-Antikörper wurden die Präzipitate 

für 5 Minuten bei 95°C in folgenden Puffers inkubiert: 50mM Tris-Hcl (pH8.0), 

0,5%SDS und 5mM DTT. Der Überstand wurde anschließend mit Lysepuffer auf 

0,1%SDS verdünnt und in einer zweiten Immunpräzipitation mit dem 4G10-

Antikörper eingesetzt.  

3.2.14 SDS-PAGE 

Für die SDS-PAGE Analyse wurde das "NuPAGE" System von Invitrogen 

verwendet. Die Proben wurden  in LDS-Ladepuffer und 50 mM DTT 10 Minuten bei 

70°C erhitzt. Es wurden 10% und 4-12% Bic-Tric-Gele verwendet, sowie der 

Laufpuffer „MOPS“, wobei die 4-12%igen Gele für den hochmolekularen, die 

10%igen Gele für den niedermolekularen Bereich verwendet wurden. Als 

Molekularmarker wurde „SeeBlue“ (Novex) verwendet. Die Elektrophorese wurde 

mit 200V durchgeführt und dauerte ca. 45 Minuten.  

3.2.15 Westernblot 

Das Westernblotverfahren wurde mit dem Invitrogen "X Cell II Blotting" System im 

"Wet-Blot"-Verfahren durchgeführt. Es wurden eine PVDF Membran und eine NC-

Membran für den Blot verwendet. Das Gel wurde luftblasenfrei zwischen die NC-

Membran (Anoden-Seite) und die PVDF-Membran (Kathoden-Seite) gelegt. Auf die 

Membranen wurden jeweils Filterpapier und Blotschwämme gelegt. Der Blot wurde 

nass in Transferpuffer übereinander geschichtet. Das Blotten erfolgte bei 30 Volt erst 

für 2 Min. auf die NC-Membran und dann nach Umkehr der Polarität für 90 Minuten 

auf die PVDF-Membran. Die PVDF-Membran wurde für die Immundetektion, die 

NC-Membran für eine parallele Silberfärbung eingesetzt.  

3.2.16 Colloidal Coomassie-Färbung: 

Es wurde das Colloidal Blue Staining Kit (Invitrogen) verwendet. Das Gel wurde für 

4-12 Stunden in der Färbelösung geschwenkt und anschließend über Nacht mit 

ddH2O entfärbt, um den Hintergrund zu minimieren. 
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3.2.17 Silberfärbung  

Die Nitrozellulose- (NC) Membran wurde für ca. 1 Min. in 10 ml Silberfärbungs-

Lösung  (1xTBS, 20% AgNO3, 40% Na Citrat, 20% FeSO4) geschwenkt. 

Anschließend wurde die Membran mit ddH2O gewaschen und luftgetrocknet. 

3.2.18 Immundetektion und Chemilumineszenzreaktion 

Nach Inkubation der PVDF-Membran für 30 Minuten in Blocklösung (entweder 

Milchpulver für Experimente mit Phosphotyrosin oder Ziegenserum für alle anderen 

Experimente) bei 4°C wurde die Membran anschließend für 1 Stunde in 10 ml 

Antikörperverdünnungslösung mit dem Primärantikörper in der angegebenen 

Verdünnung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran in Waschlösung 

für je vier Minuten wurde mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiertem 

Sekundärantikörpern eine weiter Stunde bei 4°C inkubiert. Die wurden Membranen 

vier Mal für je 7 Min gewaschen. Anschließend wurde die 

Chemilumineszenzreaktion zur Visualisierung der Proben durchgeführt. Hierzu 

wurde wegen der sehr hohen Sensitivität und sehr kurzen Entwicklungszeit das "ECL 

Western Blotting detection reagent" (Amershan-Pharmacia) verwendet. Die 

Membran wurde in Plastikfolie eingewickelt. Anschließend wurde ein Hyperfilm 

ECL (Amershan Pharmacia) für 10 Sekunden bis 10 Minuten je nach Intensität 

aufgelegt und sofort entwickelt.  

3.2.19 Strippen von PVDF-Membranen 

Hierzu wurde das "Re Blot Western Blot Recycling Kit" (Chemicon) verwendet und 

nach den Angaben des darin enthaltenen Protokolls vorgegangen. utilises the orthgonal 

3.2.20 Proteinsequenzierung durch Nano-Elektrospray-Massenspektroskopie 

Die Identifizierung etheno-ADP-ribosylierter Proteine erfolgte durch eine Nano-

Elektrospray-Massenspektroskopie (Nano-ESI-MS/MS) von 1G4-Immunpräzipitaten 

(Chernushevich et al., 2001). IG4 Immunpräzipitate wurden in einem SDS-

Polyacrylamid Gel aufgetrennt und mittels Coomassie angefärbt. Es zeigten sich 

abgrenzbare Proteinbanden, die mit einem Skalpell ausgeschnitten wurden. Diese 

einzelnen Banden wurden im Gel mit Trypsin verdaut, so dass eine Peptidlösung 
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entstand. Im wesentlichen können vier Schritte unterschieden werden: 1. Nano-

Elektrospray-Ionisierung, 2. erste Massenspektroskopie, 3. Fragmentierung, 4. zweite 

Massenspektroskopie.     

Für die Nano-Elektrospray-Ionisierung werden die zu analysierenden Peptide mittels 

einer Kapillarströmung, die aus Stickstoff und der Peptidlösung besteht, in einem 

elektrischen Feld desolvatisiert und ionisiert. Als Nano-Elektrospray-Ionen-Spray-

Quelle wurde eine metallisierte Glas-Kapillare mit einer Spitze von 1µm inneren 

Durchmessers verwendet, von der die zu analysierende Lösung gesprayt wurde. Der 

Ionenstrom war dabei bei ca. 20-40 nl/min. Auch sehr geringe Volumina (1-2µl) 

können dadurch für ca. 30-120 Min. untersucht werden. Die sich daran 

anschließende Massenanalyse (Verhältnis Masse zu Ladung) der Ionen erfolgte mit 

einem Q-TOF-Massenspektrometer (Abb. 11). 

 

 

       

 

Abbildung 11:  Dargestellung eines MS/MS-Q-TOF-Massenspektrometers  
(Quelle: www.jic.bbsrc.ac.uk/services/proteomics/qtof2.) 
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Im Quadrupol-Massenspektrometer (Q) durchfliegen die Ionen eine Anordnung von 

vier zylinderförmigen Elektroden, die parallel verlaufen und deren Schnittpunkte mit 

einer Ebene senkrecht zur Zylinderachse ein Quadrat bilden. Die gegenüberliegenden 

Elektroden befinden sich auf gleichem Potential und zwischen benachbarten 

Elektroden wird eine Gleich- und eine Wechselspannung angelegt. Das Verhältnis von 

Gleich- und Wechselspannung bestimmt (bei konstanter Frequenz), welche Ionen die 

Anordnung passieren können. Haben die Ionen nicht die richtige Masse, werden sie 

nach außen beschleunigt und kollidieren mit den Elektroden. Der Vorteil dieses 

Massenspektrometers besteht somit in der genauen Justierung der zu untersuchenden 

Ionengrößen. Im Flugzeit-Massenspektrometer (TOF: time-of-flight mass 

spectrometer) findet die Massenbestimmung (Masse/Ladung) durch Messen der 

Flugzeit statt. Dazu werden die Ionen im Elektrischen Feld beschleunigt und 

durchlaufen eine Flugstrecke. Die dafür benötigte Flugzeit wird durch schnelle 

Elektronik gemessen. Der Vorteil dieses Massenspektrometers ist eine sehr effiziente 

Auflösung. Das dabei gewonnene Massenspektrum wird in einer Datenbankanalyse 

auf Übereinstimmung mit bekannten Aminosäuresequenzmustern überprüft. Durch 

diese Datenbankanalyse können sowohl die Anzahl der Aminosäuren als auch eine 

mögliche Abfolge des Peptids bestimmt werden. Die Proteinsequenzierung wurde in 

Kooperation mit dem Institut für Zellbiochemie des UKEs durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Detektion von etheno-ADP-Ribosylierung mit dem monoklonalen 

Antikörper 1G4  

 Die Untersuchung anderer posttranslationaler Modifikationen wie z.B der 

Phosphorylierung wurde durch die Verwendung von für spezielle phosphorylierte 

Aminosäuren spezifische Antikörper (wie z.B. anti-Phosphotyrosin-Antikörper) 

wesentlich erleichtert. Leider existieren vergleichbare Anitkörper für ADP-

ribosylierte Aminosäuren (wie z.B. denkbar: anti-ADP-Ribose-Arginin-Antikörper) 

bisher nicht. Im Jahre 1988 wurde jedoch von Young et al. an der Columbia 

Universität im Rahmen von Forschungen über die Kanzerogenität von Vinylchlorid 

ein monoklonaler Antikörper (1G4) entwickelt, der für ein mit einer etheno-Gruppe 

modifiziertes Adenosin spezifisch ist (Young and Santella, 1988)(Abb. 12). Dieser 

etheno-Adenosin-Rest ist ebenfalls in etheno-NAD vorhanden, welches von den 

ARTs als Substrat katalysiert wird ((Hingorani and Ho, 1988) (Klebl and Pette, 

1996)).  

 

 

         

Abbildung 12: Schematische Darstellung des etheno-NAD/1G4-Assays  
A Die etheno-Gruppe, die etheno-NAD von NAD unterscheidet, ist mit einem Kreis versehen.  
B Die ART ist hier als „Pacman“ dargestellt. Die N-glykosidische Bindung des etheno-NADs wird 
gespalten, so dass Nikotinamid frei wird. Der etheno-ADP-Riboserest wird α-glykosidisch mit einem 
Zielprotein verknüpft. Der etheno-Adenosin-spezifische monoklonale Antikörper 1G4 bindet an 
etheno-ADP-ribosylierte Zielproteine. Mittels Fluochrom-markiertem Zweitantikörper (z.B. α-Ms 
IgPE) ist etheno-ADP-Ribosylierung so in der Durchflußzytometrie, mittels Peroxidase konjugiertem 
Zweitantikörper ist etheno-ADP-Ribosylierung so im Westernblot nachweisbar.  

A B 
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Unserer Arbeitsgruppe gelang es mit Hilfe dieses Antikörpers, Mono-ADP-

Ribosylierung von Zielproteinen durch ARTs darzustellen (Krebs et al., 2003). In 

dieser Arbeit wurde der 1G4-Antikörper in der Durchflußzytometrie (FACS), im 

Westernblot und in der Immunpräzipitation untersucht. Dabei wurde der 1G4 

Westernblot mit der traditionellen Methode zur Darstellung von ADP-ribosylierten 

Zielproteinen, der SDS-PAGE-Autoradiographie unter Verwendung von 32P 

markiertem NAD+ verglichen und 1G4-Immunpräzipitate zur Identifizierung neuer 

Zielproteine mittels Nano-Elektrospray Massenspektroskopie verwendet.  

 

4.1.1 Durchflußzytometrische Untersuchungen von etheno-ADP-

Ribosylierung mit dem 1G4-Antikörper 

DC27.10-Zellen wurden mit mART1, mART2.1, mART2.2 und hART1 stabil 

transfiziert. Der Nachweis der stabilen Expression der ARTs wurde 

durchflußzytometrisch mit dem anti-Flag-spezifischen Antikörpers M2 und PE 

markiertem Zweitantikörper erbracht. Alle stabil transfizierten Zellen zeigten eine 

100%ige Anfärbung mit dem M2-Antikörper (Abb. 13, erste Zeile). Die Spezifität 

der verschiedenen ART-Transfektanten zeigte sich durch Anfärbung mit 

monoklonalen Antikörpern gegen hART1, mART2.1 und mART2.2. (Abb. 13, 

zweite Zeile). Der Spezifitätsnachweis für mART1, für das kein monoklonaler 

Antikörper zur Verfügung stand, wurde durch negative Anfärbbarkeit mit für 

mART2.1 und hART1 spezifischen Antikörpern erbracht. Die gleichen 

Transfektanten wurden mit etheno-NAD inkubiert und anschließend mit 1G4 

angefärbt (Abb. 13, dritte Zeile). Dabei zeigte sich der Einbau von etheno-ADP-

Ribose in Zelloberflächenproteine durch alle untersuchte Transferasen. Die 

Anfärbbarkeit mit 1G4 war dabei sowohl von der Expression der ART auf der 

Zelloberfläche als auch von der Inkubation mit etheno-NAD abhängig. Analoge 

Ergebnisse zeigten transient transfizierte humane Jurkat hART1-Zellen (Abb. 13, vierte 

Zeile). 
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Abbildung 13: Darstellung von etheno-ADP-Ribosylierung im FACS 
Zeile 1: Verschiedene stabil transfizierte DC.27.10-Mauslymphomazellen wurden mit dem 
monoklonalen anti-Flag Antikörper M2 inkubiert und anschließend mit einem PE markierten 
Zweitantikörper angefärbt; X-Achse: Log. Fluoreszenzintensität, Y-Achse:. Zellzahl; Zeile 2: Die 
DC27.10-Transfektanten aus Zeile 1 wurden mit ART spezifischen, mit FITC direkt konjugierten 
monoklonalen Antikörpern aus der Ratte angefärbt. Zeile 3: Die DC27.10-Transfektanten aus Zeile 1 
wurden jeweils 30 Min bei 37°C mit (durchgezogene Linie) oder ohne (gestrichelte Linie) 100µM 
etheno-NAD inkubiert; anschließend wurden sie mit 1G4-FITC direkt konjugiertem Antikörper oder 
unkonjugiertem 1G4 Antikörper und PE markierten Zweitantikörper (Ziege-anti-Maus) angefärbt. 
Zeile 4: Jurkat-Zellen wurden transient mit humanem ART1 transfiziert und zwei Tage nach der 
Transfektion mit (durchgezogene Linie) oder ohne (gestrichelte Linie) 100µM etheno-NAD inkubiert. 
Die Zellen wurden ebenfalls mit dem 1G4 Antikörper und PE markiertem Zweitantikörper angefärbt. 
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4.1.2 Vergleich der Methoden etheno-NAD/1G4-Westernblot und  
32P-NAD/Autoradiographie zur Darstellung von ART-Zielproteinen 

DC27.10mART1-, DC27.10mART2.1-, DC27.10mART2.2-, und JurkathART1-Transfektanten 

wurden mit radioaktiv markiertem 32P-NAD inkubiert und anschließend lysiert. 

Daraufhin wurden eine SDS-Gel-Elektrophorese, ein Westernblot und eine 

Autoradiographie durchgeführt (Abb. 14A). Dieselben Transfektanten und zusätzlich 

noch DC27.10hART1 wurden mit etheno-NAD inkubiert und in einer 

Westernblotanalyse mit dem 1G4-Antikörper untersucht (Abb. 14B).  

 

4.1.2.1 Vergleich von Ganzzelllysaten nach etheno-NAD und 32P-NAD    

  Markierung 

In der Autoradiographie der Abb. 14A zeigten sich mehrere ADP-ribosylierte 

Proteinbanden, wobei sich die größten Banden im Bereich von ca. 200 kDa, die 

kleinsten im Bereich von ca. 20 kDa abbildeten. Das Bandenmuster der 

verschiedenen Transferasen sah im hochmolekularen Bereich sehr ähnlich aus, 

größere Unterschiede fanden sich im niedermolekularen Bereich. Die dort 

erscheinenden prominenten Banden konnten als auto-ADP-ribosylierte ARTs 

identifiziert werden (siehe dazu Abb. 28). Insgesamt ließen sich 14 Banden 

abgrenzen (siehe nummerierte Striche in Abb. 14A). Dabei sind die Banden 2, 3, 4, 

5, 6 bei allen drei Transferasen vorhanden, die Banden 1, 10 (entspricht mART2.2) 

und 12 sind nur in der mART2.2-Spur vorhanden. Die Banden 6.1, 6.2, 7 und 11 sind 

sowohl in der mART2.2 als auch in der mART2.1-Spur vorhanden. Da die Intensität 

der Banden zwischen den Transferasen aber sehr unterschiedlich war, erscheint es 

schwierig, Aussagen zu treffen, ob die Proteine, die den Banden 1 und 12 

entsprechen, wirklich nur von mART2.2 modifiziert werden und ob die Proteine, die 

den Banden 6.1, 6.2, 7 und 11 entsprechen, tatsächlich nur von mART2.1 und 

mART2.2 und nicht ebenfalls von mART1 modifiziert werden.  
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Abbildung 14: Vergleich von etheno-NAD- und 32P-NAD-Markierung in DC2710-Zellen  
A Nachweis ADP-ribosylierter Zielproteine mit der klassischen Methode mit „heißem“ NAD (32P-
NAD) und Autoradiographie: Stabile DC27.10-ART-Transfektanten wurden mit 32 P-NAD (Spuren 1 
– 4) inkubiert und nach Behandlung mit Phosphatidylinositol- spezifischer Phospholipase C (PI-PLC) 
lysiert. Die Ganzzelllysate (GZL) wurde in einer SDS-Page aufgetrennt und auf PVDF- und NC-
Membran geblottet, der PI-PLC-Überstand ist in Abb. 15 zu sehen. Links ist die Silberfärbung der 
NC-Membran, rechts die Autoradiographie der PVDF-Membran dargestellt. Die Striche markieren 
potenzielle ADP-ribosylierte Zielproteine. Spur 1: untransfiziert ohne 32 P-NAD; Spur 2: mART2.1; 
Spur 3: mART1; Spur 4: mART2.2 B.  Nachweis ADP-ribosylierten Zielproteine unter Verwendung 
von etheno-NAD und 1G4-Westernblotanalyse: Stabile DC27.10-Transfektanten wurden mit 20µM 
etheno-NAD inkubiert und anschließend in 1%Igepal lysiert. Die Ganzzelllysate wurden im 
Westernblot mit dem 1G4-Antikörper untersucht (rechts dargestellt); links die korrespondierende 
Silberfärbung. Spur1: untransfizierte Zellen; Spur 2: mART2.2 ohne etheno-NAD; Spur 3: mART2.1; 
Spur 4: mART2.2; Spur 5: mART1; Spur 6: hART1 

64
51

39

28

19

191

14

1 2 3 4 5 6
2
3
3,1
5
6
6,1
6,2
7
8
9

10
11

12

4

7,1
8,1

64

51

39

28

19

191

14

1 2 3 4
1
2
3
4
5
6
6,1
6,2

7
8
9
10
11

12

1 2 3 4

- + + + + +

- + + + 32P-NAD

eNAD

1 2 3 4 5 6

A

B



Ergebnisse- 1G4-Assay                                                                             

   

67 

Die Fraktion der Ganzzelllysate zeigte im 1G4-Blot im Vergleich zur 

Autoradiographie ein sehr ähnliches Bandenmuster (Abb. 14B). Die 5 Banden, die in 

der Autoradiographie in allen Transferasen erschienen, lassen sich im 1G4-Blot 

ähnlich abgrenzen (die Banden 2, 3, 4, 5, 6), zusätzlich erkennt man noch eine Bande 

zwischen 3 und 4 (3.1), die ebenfalls von allen Transferasen modifiziert wird. Bande 

4 der Autoradiographie entspricht wohl zwei Banden in der 1G4-Detektion –nämlich 

Bande 3.1 und 4. Die Bande 1 aus der Autoradiographie ist nicht abgebildet, der 

entsprechende Bereich ist jedoch durch eine Luftblase im Westernblot überlagert. 

Die Banden 6.1, 6.2, 7, 10, 11, 12 sind nur in der mART2.2-Spur vorhanden. Diese 

zusätzlichen Banden entsprechen aber nicht sicher Zielproteinen, die nur von 

mART2.2 modifiziert werden, da es in dieser Spur zu einer stärkeren Beladung 

gekommen ist als auf den anderen Spuren- wie in der Silberfärbung ersichtlich. 

Banden 8, 9, 10 entsprechen mART1, mART2.1und mART2.2. Banden 8.1 und 7.1 

sind nur in der hART1-Spur vorhanden, wobei es sich möglicherweise bei beiden um 

das hART1 handelt. Es könnte sich um unterschiedlich glykosylierte Varianten von 

hART1 handeln. eine von beiden Banden sicher dem hART1 entspricht. Durch 

Unterschiede in der Glykosilierung liessen sich möglicherweise auch die 

Doppelbande 10, 11 in der mART2.2-Spur erklären (siehe auch den Abschnitt 4.5.4 

über die Automodifikation von ARTs). 

In JurkathART1-Transfektanten zeigte sich der Einbau von AD32P-Ribose in Proteine 

zwischen ca. 40 und 200 kDa Größe (Abb. 15A). Es ließen sich 10 Banden 

abgrenzen (siehe beschriftete Striche in Abb. 15.). In der 1G4-Westernblotanalyse 

der JurkathART1-Transfektanten zeigten sich 11 spezifische Banden im Bereich 

zwischen 40- und 200 –kDa (Abb. 15B, Spur2), neben unspezifischen Banden, die 

sich auch in nicht mit etheno-NAD behandelten Zellen (Abb. 15B, Spur 1) und 

untransfizierten mit etheno-NAD behandelten Zellen darstellten (Daten nicht 

gezeigt). Bis auf die Bande 8 stimmten die Banden der Autoradiograhie vollständig 

mit den Banden des 1G4-Westernblots überein. Bei der Doppel-Bande 10,11 im 

1G4-Westernblot handelt es sich wahrscheinlich um das hART1, welches hier sehr 

prominent erscheint, da die Zellen der Abb. 15B im Gegensatz zu den Zellen der 

Abb. 15A nicht mit PI-PLC vorbehandelt wurden. Es fällt auf, dass die Zielproteine 
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in den humanen Jurkat-Zellen eine ähnliche Größenverteilung wie die der murinen 

DC27.10-Zellen zeigen. Ob es sich dabei jedoch wirklich um die gleichen 

Zielproteine handelt, müsste durch weitere Versuche untersucht werden. 
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Abbildung 15: Vergleich von etheno-NAD- und 32P-NAD-Markierung Jurkat-Zellen  
A Jurkat-Zellen wurden transient mit humanem ART1 transfiziert und zwei Tage nach der 
Transfektion mit 32 P-NAD inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit PI-PLC behandelt und 
lysiert. Gezeigt ist die Autoradiographie von Jurkat-Ganzzelllysaten. Die Striche markieren ADP-
ribosylierte Zielproteine. B Jurkat-Zellen wurden mit humanem ART1 transfiziert wie unter A und 
anschließend mit 20µM etheno-NAD (Spur 2) oder ohne etheno-NAD (Spur 1) inkubiert und 
anschließend geblottet und mit dem 1G4-Antikörper detektiert. In diesem Versuch wurden die Zellen 
nicht mit PI-PLC vorbehandelt. Links ist die korrespondierende Silberfärbung dargestellt. Die Pfeile 
markieren potenzielle ADP-ribosylierte Zielproteine 

 

Es zeigt sich, dass die Methode der Westernblotanalyse mit dem 1G4-Antikörper 

vergleichbare Ergebnisse liefert wie die herkömmliche Methode mit radioaktivem 

NAD. 32P-NAD und etheno-NAD scheinen in die gleichen Zielproteine der 

DC27.10-Zellen eingebaut zu werden, wobei dies für einzelne Zielproteine auch 

gezeigt werden konnte (siehe das Beispiel LFA-1 in (Krebs et al., 2003) und 

humanes CD8alpha in Abb. 27). Ob es darüber hinaus für die unterschiedlichen 
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Transferasen spezifische Zielproteine gibt, läßt sich anhand der Ganzzelllysate nicht 

eindeutig beurteilen. Diese Fragestellung wurde für CD44 und LFA-1 im Abschnitt 

4.5.2 anhand von Immunpräzipitationen untersucht. 

Ferner ist nicht auszuschließen, dass eine Bande im Westernblot in Wirklichkeit 

mehreren Zielproteinen entspricht. Dies könnte z.B. durch 2-D-Gel-Elektrophorese 

weiter untersucht werden. Methodisch lässt sich aber feststellen, dass die 

Zielproteinbanden in den 1G4-Westernblots wesentlich schärfer und besser 

abgrenzbar erschienen als bei der Autoradiographie. Ein weiterer Vorteil dieses 

Assays ist ferner die Erleichterung, nicht radioaktiv arbeiten zu müssen. 
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4.1.2.2 Vergleich der GPI-verankerten Proteine nach etheno-NAD  

   und 32P-NAD Markierung  

DC27.10mART1-, DC27.10mART2.1-, DC27.10mART2.2 -, und JurkathART1-Transfektanten 

wurden mit radioaktiv markiertem 32P-NAD oder etheno-NAD inkubiert. Vor der 

Lyse wurden die Zellen mit PI-PLC behandelt. Abb. 16 zeigt die Gegenüberstellung 

von Autoradiographie und 1G4-Westernblotanalyse in DC27.10-Zellen. Die 

prominentesten Banden waren dabei die Transferasen selbst (siehe Pfeile in Abb. 

16), von denen bekannt ist, dass sie sich selbst modifizieren (Karsten et al., 1997). 

Der genaue Nachweis der Automodifikation wurde in Abb. 28 geführt. Bei den 

anderen Banden handelt es sich höchstwahrscheinlich um nicht GPI-verankerte 

Proteine aus den Ganzzelllysaten, da von der Größe her identische Banden im 

Gesamtzelllysat erscheinen (siehe Abb. 14).  
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Abbildung 16: Darstellung von Zielproteinen der ARTs innerhalb der Fraktion der GPI-
verankerten Proteine in DC27.10-Zellen 
A Die DC27.10-Zellen aus Abb. 14 wurden nach 32 P-NAD-Behandlung mit PI-PLC inkubiert, um die 
GPI-verankerten Proteine gesondert zu untersuchen. Rechts: Autoradiographie;links Silberfärbung 
dargestellt. Spur1: untransfizierte Zellen; Spur 2: mART2.1; Spur 3: mART1; Spur 4: mART2.2.  
B DC27.10-Zellen wurden nach etheno-NAD-Markierung mit PI-PLC inkubiert. Der Überstand 
wurde im 1G4-Westernblot untersucht. Die Spuren entsprechen denen in (A)              
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Ebenso wurden die PI-PLC-Überstände von JurkathART1-Transfektanten in 

Autoradiographie und 1G4-Westernblotanalyse gegenübergestellt (Abb. 17). Es 

zeigte sich eine prominente Bande im Bereich um ca. 40 kDa. Andere spezifische 

Banden im hochmolekularen Bereich zeigten sich nicht. 
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Abbildung 17: Darstellung von Zielproteinen der ARTs innerhalb der Fraktion der GPI-
verankerten Proteine in Jurkat-Zellen 
A Die Autoradiographie zeigt den PI-PLC-Überstand von mit 32P-NAD markierten Jurkat-Zellen. 
Links ist die korrespondierene Silberfärbung dargestellt. B Der 1G4-Blot zeigt den PI-PLC-Überstand 
von mit etheno-NAD (20µM) vorbehandelten Jurkat-Zellen. 
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4.1.3 Untersuchung von ADP-Ribosylierung in trans-Stellung 

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob ARTs Zielproteine auf benachbarten nicht 

ART exprimierenden Zellen modifizieren können (ADP-Ribosylierung in trans-

Stellung), wurden ART exprimierende Zellen und nicht ART exprimierende Zellen 

in möglichst kleinem Volumen mit etheno-NAD inkubiert. Als Marker für nicht 

ART exprimierende Zellen diente dabei dnLKLF, ein Fusionsprotein der DNA-

bindenden Domäne des Transkriptionsfaktors LKLF mit dem „green fluorescent 

protein“ (GFP), welches zu anderen Zwecken in unserem Labor hergestellt worden 

war. ART transfizierte Jurkat Zellen wurden mit dnLKLF transfizierten Jurkat-Zellen 

gemischt und mit etheno-NAD inkubiert. Anschließend wurden Doppelfluoreszenz-

Analysen durchgeführt (Abb. 18).  

 

 

                                          

Abbildung 18: Untersuchung von trans-ADP-Ribosylierung  
Jurkat-Zellen wurden transient mit hART1, mART2.2 und dnLKLF transfiziert. Die Zellen wurden an 
Tag zwei nach Transfektion geerntet. 2,5 *106 ART transfizierte Zellen wurden mit 2,5*106 dnLKLF 
transfizierten Zellen in 100µl gemischt und mit 100µM ethenoNAD für 30 Min bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurde eine FACS-Anfärbung mit 1G4 und aMs-PE durchgeführt. Das dnLKLF-
Konstrukt fluoreszierte dabei grün (FL-1). Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch von dreien. 

 

 



Ergebnisse- ADP-Ribosylierung in trans                                                                             

   

73 

Es zeigten sich nach Anfärbung mit dem 1G4 Antikörper und PE konjugiertem 

Zweitantikörper keine doppelt positiv fluoreszierenden Zellen, was dafür spricht, 

dass unter den gewählten Versuchsbedingungen (5*106 Zellen auf 100µl) keine 

ADP-Ribosylierung in trans-Stellung für die Transferasen mART2.2 und hART1 

stattfand. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass es unter Adhäsionsbedingungen, 

wie sie z.B. in der immunologischen Synapse vorkommen, zu ADP-Ribosylierung 

von Proteinen auch auf fremden Zielzellen kommen könnte.  
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4.1.4 Untersuchung von chimären Varianten aus Maus- und Ratten-ART2 

Die Enzymeigenschaften von mART2.2 und rtART2.2 unterscheiden sich deutlich. 

Von mART2.2 ist beschrieben, dass es sich selbst und andere Zielproteine ADP-

ribosylieren kann, es zeigte jedoch nur eine geringe NADase-Aktivität. RtART2.2 

(RT6.2) besitzt hingegen eine ausgeprägte NADase-Aktivität. Die ADP-

Ribosylierung fremder Zelloberflächenproteine konnte nicht beobachtet werden, es 

zeigte sich jedoch eine Auto-ADP-Ribosyltransferaseaktivität (Karsten et al., 1997). 

Tabelle 3 gibt eine Übersicht über die Eigenschaften der verschiedenen ARTs und 

der chimären Konstrukte im Vergleich. 
 

 

 

 

 

 

Tabelle 3: Übersicht über die verschiedenen Eigenschaften von mART2.2, RT6.2 und der 
chimäre Varianten NOD/DA und DA/NOD. Als „ Allo“-Modifikation (gr. fremd) wurde hier im 
Gegensatz zu Automodifikation die Modifizierung von Zielproteinen bezeichnet, die nicht der ART 
selbst entsprechen. 

 

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob sich die Eigenschaft von ARTs verändert, 

wenn man Teile des Enzyms austauscht, waren chimäre Varianten aus Ratten RT6 

(rtART2.2) und mART2.2 kloniert worden (Karsten, 1999). Beim Konstrukt 

„NOD/DA“ wurde der N-terminale Teil des mART2.2 (ursprünglich kloniert aus 

einer NOD Maus) und der C-terminale Teil des RT6 (ursprünglich kloniert aus einer 

DA-Ratte), im Konstrukt „DA/NOD“ der N-terminale Teil vom RT6 und der C-

terminale Teil vom mART2.2 fusioniert (siehe Abb. 19).  In der oben erwähnten 

Dissertationsschrift von Stefan Karsten war gezeigt worden, dass der C-terminale 

Teil des mART2.2 die ADP-Ribosyltransferase-Aktivität enthält, ebenso wie der C-

terminale Teil des rtART2.2 die NADase-Aktivität enthält. 

 

 

Transferase „Allo“-
modifikation 

Glykohydrolase-
Aktivität 

Auto-
modifikation 

Immunpräzipitation   
mit Nika102 

mART2.2 + - + + 
RT6.2/rtART2.2 - ++ + - 

NOD/DA - ++ + - 
DA/NOD + - + + 
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der chimären Konstrukte aus Ratten ART2.2 (RT6.2) 
und Maus ART2.2 

 

 

Mit der neuen Methode der 1G4-Westernblotanalyse bestand nun die Möglichkeit, 

die zum Teil bereits beschriebenen und zum Teil postulierten Eigenschaften dieser 

chimären Varianten genauer und vervollständigend zu untersuchen ((Haag et al., 

1995; Karsten et al., 1997)).  

In der FACS-Untersuchung zeigte sich in beiden chimären Varianten eine ADP-

Ribosylierung von Oberflächenproteinen (Abb. 20, oberer Teil). Die Expression 

wurde durch M2-Färbung nachgewiesen (Abb. 20, unterer Teil). 
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Abbildung 20: Darstellung der etheno-ADP-ribosylierung von DC27.10NOD/DA und 
DC27.10DA/NOD im FACS 
Stabil transfizierte DC27.10-Zellen wurden ohne (gestrichelte Linie) oder mit 100µM etheno-NAD 
(durchgezonene Linie) inkubiert und anschließend mit einem 1G4-FITC Antikörper angefärbt (obere 
Abbildungen). Die Expression der Konstrukte wurde mit dem anti-Flag spezifischen Antikörper M2 
und PE konjugiertem Zweitantikörper dargestellt (untere Abbildungen).  

 

Um die Fraktionen der Ganzzelllysate und die der GPI-verankerten Proteine 

gesondert zu untersuchen, wurden die Zellen vor der Lyse mit PI-PLC behandelt 

(s.o.). Im Ganzzelllysat aus DA/NOD-Transfektanten fand sich ein dem mART2.2 

ähnelndes ADP-Ribosylierungsmuster. In NOD/DA-Transfektanten hingegen zeigten 

sich keine ADP-ribosylierten Proteine im Ganzzelllysat (Abb. 21A). Per 

Immunpräzipitation konnte das bereits als Zielprotein von mART2.2 bekannte LFA-

1 auch als Zielprotein der DA/NOD-, nicht jedoch der NOD/DA-Transfektanten 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 21B). In der Fraktion der GPI-verankerten 

Proteine zeigten sich bei beiden chimären Varianten prominente Banden um ca. 

40kDa, für NOD/DA bei ca. 39 kDa, für DA/NOD ca. bei 46 kDa (siehe Pfeile in 

Abb. 21C), die sehr wahrscheinlich den automodifizierten ARTs entsprechen. Somit 

besitzen beide chimären Varianten, wie beschrieben, die Fähigkeit zur 
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Automodifikation. Abb. 21D zeigt eine Immunpräzipitation mit dem mART2.2 

spezifischen Antikörper Nika 102. Dieser präzipitierte nur die Variante DA/NOD, 

womit sich das Epitop, welches er erkennt, auf die C-terminale Hälfte des mART2.2 

lokalisieren lässt.  

Mit Hilfe von PI-PLC-Verdau und 1G4-Westernblotanalyse ließ sich so die 

Unterscheidung zwischen Automodifikation und „Allomodifikation“ gut untersuchen 

und die Ergebnisse von Karsten et al. konnten bestätigt werden. 
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Abbildung 21:  Darstellung der Zelloberflächen ADP-ribosylierung von DC27.10NOD/DA und 
DC27.10DA/NOD im Westernblot 
Die chimären Varianten NOD/DA und DA/NOD wurden stabil in DC27.10-Zellen transfiziert. In 
Spur 1 wurden jeweils NOD/DA-Transfektanten, in Spur 2 wurden DA/NOD-Transfektanten 
verwendet. A Rechts dargestellt ist eine 1G4-Westernblotanalyse von Ganzzelllysaten nach 
Behandlung der Zellen mit 100 µM etheno-NAD und PI-PLC. Links abgebildet ist die 
korrespondierende Silberfärbung. B Dargestellt ist eine Immunpräzipitation mit dem LFA-1 
spezifischen Antikörper M17-4 aus den Zelllysaten aus A; Die Detektion des Westernblots erfolgte 
mit dem 1G4-Antikörper. C Dargestellt ist eine 1G4-Westernblotanalyse, die den PI-PLC-Überstand 
aus A zeigt. D Spur 1 und 2 zeigen Immunpräzipitate mit dem mART2.2 spezifischen monoklonalen 
Antikörper NIKA102 (aus den PI-PLC-Überständen aus C. Anschließend erfolgte eine 
Westernblotanalyse mit dem 1G4-Antikörper. 
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4.1.5 Untersuchung der Wechselwirkung zwischen CD38 und ARTs in cis-

Stellung 

ADP-Ribosylzyklasen, wie z.B. die membranständigen Ektoenzyme CD38 und 

CD157, verwenden ebenso wie ARTs NAD als Substrat, mit dem Unterschied, dass 

sie nach der Freisetzung von Nikotinamid die Bildung einer intramolekularen 

Bindung katalysieren, die in zyklischer ADP-Ribose (cADPR) resultiert (Abb.22). 

 

                            

Abbildung 22: Schematische Darstellung der ADP-Cyclase-Reaktion, die durch CD38 
katalysiert wird 

 

Der Ribose-Rest der ADP-Ribose wird dabei auf das N1-Atom vom Adenin 

übertragen (Yamamoto-Katayama et al., 2002). Daneben besitzt CD38 eine 

Glykohydrolaseaktivität (oder auch NADase-Aktivität), die jedoch wesentlich stärker 

ausgeprägt ist als bei ARTs. Die dramatische Reduktion der NADase-Aktivität in 

CD38-/- Mäusen spricht dafür, dass CD38 die dominierende NADase in den meisten 

murinen Geweben wie Lymphknoten, Milz und Knochenmark ist (Partida-Sanchez et 

al., 2001).  

Um Wechselwirkungen zwischen diesen beiden NAD-metabolisierenden Enzymen 

zu untersuchen, wurde ADP-Ribosylierung in Abhängigkeit von der CD38-

Expression untersucht. Dazu wurden zwei unterschiedliche Jurkat-Varianten durch 

Subklonierung und Sortierung am FACS etabliert, die eine starke und eine schwache 

CD38 Expression zeigten (genannt CD38hi und CD38lo, Abb. 23.A). CD38hi- und 

cADPR 
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CD38lo-Zellen wurden transient mit hART1 transfiziert und nach Inkubation mit 

etheno-NAD im FACS mit 1G4 angefärbt. Die JTOlo-Zellen zeigten dabei nach 

Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen von etheno-NAD eine stärkere 

Oberflächen-ADP-Ribosylierung als die JTOhi-Zellen (Abb. 23C). Um Unterschiede 

in der Transfektionseffizienz auszuschließen wurden die Zellen zusätzlich mit einem 

Expressions-Konstrukt für das „enhanced green fluorescent protein“ (eGFP) 

cotransfiziert (Abb. 23B). Dabei zeigte sich, dass die Transfektionseffizienz in den 

CD38hi-Zellen sogar stärker war als die der CD38lo-Zellen. Somit war die stärkere 

1G4-Anfärbbarkeit der CD38lo-Zellen nicht mit eventuell unterschiedlicher 

Transfektionseffizienz zu erklären.  

 

      

Abbildung 23: Interaktion von hART1 und CD38 in cis-Stellung 
Jurkat Tet On Zellen wurden durch Subklonierung und FACS-Sortierung in Varianten mit starker und 
geringer CD38 Expression selektioniert: CD38lo und CD38hi. Diese Varianten wurden transient mit 
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hART1 transfiziert und zwei Tage nach Transfektion mit verschiedenen Konzentrationen von etheno-
NAD inkubiert und anschließend mit dem 1G4-Antikörper und PE markiertem Zweitantikörper im 
FACS angefärbt. A Doppelfärbung mit CD38 spezifischem Antikörper (APC direkt markiert) und 
1G4-PE-Markierung bei 100µM etheno-NAD-Konzentration. Die Zahlen  re. oben geben die mittlere 
Fluoreszenzintensität bezüglich der 1G4-Anfärbbarkeit an. B Kotransfektion mit einem Expressions-
konstrukt für „green fluorescent protein“ (GFP) als Kontrolle für die Transfektionseffizienz bei 
100µM etheno-NAD-Konzentration. C Mittlere Fluoreszenzintensität der 1G4-Anfärbung in 
Abhänigikeit von der etheno-NAD-Konzentration.. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass CD38 die ADP-Ribosylierung von Zielproteinen in 

cis-Stellung hemmt. Die wahrscheinlichste Erklärung hierfür ist die direkte 

Konkurrenz von CD38 und hART1 um das Substrat NAD. Diese Beobachtungen 

erklären auch Schwierigkeiten bei dem Nachweis von ADP-Ribosylierung im 

Westernblot. Dieser gelang für 32P-NAD nur für CD38lo-Zellen (5 Versuche mit 

CD38hi-Zellen zeigten keinen Einbau ADP-ribosylierter Proteine). Auch die gute 

Anfärbbarkeit der DC27.10-Zellen lässt sich mit der geringer Expression von CD38 

auf diesen Zellen plausibel erklären. Analog dazu konnte von unserer Arbeitsgruppe 

(Christian Krebs) an Maus-Lymphozyten gezeigt werden, dass CD38 positive B-

Zellen die etheno-ADP-Ribosylierung von T-Zellen auch in trans-Stellung inhibieren 

(Krebs et al., 2005). 
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4.2 Zielproteine der ARTs 

4.2.1 Etheno-ADP-ribosylierung von LFA-1, CD44 und CD45 

  Eine häufig verwendete Methode zur Darstellung von Zielproteinen der ARTs war 

die Markierung von Zellen mit radioaktivem NAD (32P-NAD), Immunpräzipitation 

des vermuteten Zielproteins und anschließende Autoradiographie. Verschiedene 

Zielproteine wurden so identifiziert unter anderem LFA-1, CD44 und CD45 

((Nemoto et al., 1996), (Okamoto et al., 1998)). Um zu untersuchen, ob die 1G4-

Westernblotmethode geeignet ist, Zielproteine von ARTs darzustellen, wurden diese 

bekannten Zielproteine nach etheno-NAD-Markierung immunpräzipitiert und im 

1G4-Westernblot untersucht. Es zeigten sich Banden, die den für die Proteine 

beschriebenen molekularen Größen entsprachen und sich ohne Hintergrund klar 

abgrenzten (Abb. 24).  
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Abbildung 24: Darstellung der Zielproteine LFA-1, CD45 und CD44 mittels 
Immunpräzipitation und 1G4 Westernblotanalyse 
DC27.10mART2.2-, DC27.10mART1- und DC27.10hART1-Transfektanten wurden mit 100µM etheno-NAD 



Ergebnisse- Zielproteine von ARTs                                              

   

82 

(mART2.1) oder 20µM etheno-NAD (mART2.2, mART1) inkubiert und anschließend lysiert. Die 
Lysate wurden mit monoklonalen Antikörper gegen LFA-1 (M17/4, Ratte anti-Maus CD11a), CD44 
(Ratte anti-Maus CD44-PE) und CD45 (Ratte anti-Maus CD45-PE) immunpräzipitiert und 
anschließend im Westernblot mit dem 1G4 Antikörper detektiert. Die Pfeile markieren die Höhe der 
detektierten Proteine. A Untransfizierte Zellen (Spur 1) und mART2.1-Transfektanten ( Spur 2), 
100µM etheno-NAD; B Spur 1: mART1-Transfektanten ohne etheno-NAD; Spur 2: mART.1-
Transfektanten mit 20µM etheno-NAD; C mART2.2-Transfektanten präzipitiert mit Antikörper 
gleichen Isotyps, der ein irrelevantes Antigen erkennt (anti-Il-2). Spur 2: mART2.2-Transfektanten 
mit 20µM etheno-NAD; 
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4.2.2 Etheno-ADP-Ribosylierung von LFA-1 und CD44 durch 

unterschiedliche ARTs 

Die Zielproteinspezifität unterschiedlicher Transferasen wurde an den Proteinen 

LFA-1 und CD44 untersucht. Es zeigte sich in allen untersuchten DC27.10-

Transfektanten (mART1, hART1, mART2.1 und mART2.2) eine Markierung beider 

Ketten von LFA-1 (Abb. 25). mART2.1 und mART2.2 zeigten eine ähnlich starke 

Markierung beider Ketten, wobei beim mART2.1 die β-Kette stärker als die α-Kette 

markiert erschien, im Gegensatz zu ähnlich starker Intensität der beiden LFA-1-

Ketten beim mART2.2 und mART1.  
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Abbildung 25: ADP-Ribosylierung von LFA-1 durch unterschiedliche ARTs  
Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurde mit 100µM etheno-NAD (mART2.1 und mART2.2) 
oder 20µM etheno-NAD (mART1 und hART1) inkubiert und anschließend lysiert. Nach 
Immunpräzipitation mit dem monoklonalen anti-LFA-1-Antikörper M17-4 erfolgte die Detektion des 
Westernblots mit dem 1G4-Antikörper. Die Pfeile markieren die Höhe der α- und β-Kette des etheno-
ADP-ribosylierten LFA-1. Links sind die korrespondierenden Silberfärbungen dargestellt. Der 
gezeigte Vergleich zwischen humanem und Maus ART1 repräsentiert einen von drei Versuchen. 
Spur1: Untransfizierte DC27.10-Zellen; Spur 2: DC27.10mART2.1; Spur 3: DC27.10mART2.2; Spur 4: 
DC27.10mART1; Spur 5: DC27.10hART1 
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Das hART1 erschienen im Vergleich zu mART1 hingegen schwächer modifiziert 

und es zeigte sich eine stärkeren Markierung der α-Kette im Verhältnis zur β-Kette. 

Auch CD44 konnte als Zielprotein aller untersuchten Transferasen (mART1, 

mART2.2, hART1) nachgewiesen werden (Abb. 26), wobei die Banden 

unterschiedliche Intensitäten zeigten (in zunehmender Stärke: mART1, hART1, 

mART2.2). Auch hier fällt eine schwächere Modifikation durch hART1 auf, 

obgleich in der Silberfärbung eine stärkere Proteinbeladung des Gels zu erkennen ist 

(Abb. 26, Spur 3).  

Diese Versuche könnten darauf hinweisen, dass die schwächere Transferaseaktivität 

von hART1 durch eine geringere Spezifität von hART1 für die Mausproteine LFA-1 

und CD44 bedingt ist.  
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Abbildung 26: ADP-Ribosylierung von CD44 durch unterschiedliche ARTs. 
Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurden mit 20µM etheno-NAD inkubiert und anschließend 
lysiert. Nach Immunpräzipitation mit einem monoklonalen CD44-spezifischen-Antikörper erfolgte die 
Detektion des Westernblots mit dem 1G4-Antikörper; Links die korrespondierende Silberfärbung. 

 

1   2   3 



Ergebnisse- Zielproteine von ARTs                                              

   

85 

4.2.3 ADP-ribosylierung der αααα-Kette von humanem CD8 

Wie in der Einleitung bereits dargestellt, deuteten Ergebnisse von Wang et al. im 

Maussystem darauf hin, dass sich die TCR-Signaltransduktion durch ADP-

Ribosylierung von CD8 hemmen ließ (Wang et al., 1996). Da ART-Aktivität im 

Kontext des Immunsystems auf menschlichen neutrophilen Granulozyten 

nachgewiesen werden konnte (Kefalas et al., 1997), erschien es interessant die ADP-

Ribosylierung von humanem CD8 zu untersuchen. Abb. 27A zeigt in Spur 1 eine 

Autoradiographie 32P-NAD behandelter JurkathART1-Transfektanten. Nach 

Kotransfektion mit der α-Kette von humanem CD8 zeigte sich eine weitere Bande 

bei ca. 30 kDa (Abb. 27A Spur 2), die mit der errechneten Größe von humanem 

CD8α übereinstimmte. Eine Immunpräzipitation mit einem CD8α spezifischem 

Antikörper nach etheno-NAD-Markierung und 1G4-Westernblotanalyse konnte 

dieses Ergebnis bestätigen (Abb. 27B, Spur 2).  
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Abbildung 27: ADP-Ribosylierung von CD8-alpha durch hART1 
A Jurkat-Zellen wurden transient entweder mit hART1 alleine transfiziert (Spur 1) oder zusätzlich mit 
der α-Kette von humanem CD8 kotransfiziert (Spur 2), und zwei Tage nach der Transfektion 
untersucht. Dabei wurden die Zellen mit 10 µCi 32 P-NAD markiert und anschließend lysiert. Rechts 
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dargestellt ist die Autoradiographie, links die korrespondierende Silberfärbung. B Jurkat-Zellen 
wurden transfiziert wie unter A. Anschließend wurden die Zellen mit 20µM etheno-NAD markiert. 
Immunpräzipitate mit einem monoklonalen Antikörper gegen CD8 α (Ratte anti-Maus CD8α-PE) 
wurden mit dem 1G4-Antikörper detektiert. Spur 1: nur mit hART1 transfizierte Zellen; Spur 2: mit 
hART1 und CD8α transfizierte Zellen; li. ist die korrespondierende Silberfärbung dargestellt. 

 

 

Die α-Kette des humanen CD8 erwies sich somit in vitro als Zielprotein von 

humanem ART1. Ob es in vivo ebenfalls zu ADP-Ribosylierung von CD8 kommt, 

und ob dieser Modifikation Bedeutung im Kontext des menschlichen Immunsystems 

zukommt, müssen zukünftige Experimente zeigen.  
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4.2.4 Verschiedene ARTs besitzen Auto-ADP-Ribosyltransferaseaktivität 

Die Fraktion der GPI-verankerten Proteine konnte durch Inkubation ART 

exprimierender Zellen mit PI-PLC untersucht werden. Dabei fand sich in den mit 
32P-NAD oder etheno-NAD markierten Zellen jeweils eine prominente Bande (siehe 

Abb. 28A). Mittels anti-Flag spezifischer Detektion im Westernblot konnte 

nachgewiesen werden, dass es sich bei diesen Banden um die ADP-

Ribosyltransferasen selbst handelte, die auto-ADP-ribosyliert wurden (Abb. 28B). 

Dabei zeigten die einzelnen Transferasen spezifische Größen: Für mART2.2 ca. 30 

kDa, mART2.1 ca. 40 kDa, mART1 ca.45 kDa. Die Transferasen mART2.1 und 

mART2.2 zeigten deutliche Unterschiede in ihrer tatsächlichen Größe, trotz nur sehr 

geringfügiger Unterschiede  in ihrer anhand der Aminosäure-sequenzen 

vorhergesagten Größe. Die errechnete Größe betrug ca. 30 kDa und ergibt sich aus 

28 kDa für das mART2.2/mART2.1 und 1,2 kDA für den FLAG-tag. Eine mögliche 

Erklärung könnte in dem unterschiedliche Glykosylierungsverhalten der beiden 

Transferasen liegen. Interessanterweise zeigte sich in einer Immunpräzipitation mit  

gegen mART2.2 gerichteten Antikörpern in EL4-Zellen eine andere Größe im 

Westernblot, nämlich von 45 kDA (Siehe Dissertation Sarah Kahl (kahl, 2002)S.67). 

Dies könnte dafür sprechen, dass unterschiedliche Zelllinien Unterschiede bei der 

Glykosylierung von mART2.2 zeigen. Auch Immunpräzipitationen mit dem für 

mART2.1 und mART2.2 spezifischen monoklonalen Antikörper A53/ALI (Abb. 

28C) und mit dem FLAG spezifischen Antikörper M2 (Abb. 28D) konnten diese 

Ergebnisse bestätigen.  
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Abbildung 28: Automodifikation von ARTs  
A Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurden mit 20µM etheno-NAD inkubiert (entspricht Abb. 
16B.). Anschließend wurden die Zellen mit PI-PLC inkubiert und im 1G4-Westernblot untersucht. 
Spur 1:untransfiziert; Spur 2: mART2.1 ; Spur 3: mART1; Spur 4: mART2.2 B Der Blot mit den PI-
PLC-Überständen aus A wurde gestrippt und mit dem Flag-spezifischen monoklonalen Antikörper 
M2 detektiert. C Es wurden Immunpräzipitationen mit dem für mART2.1 und mART2.2 spezifischen 
monoklonalen Antikörper A53/ALI durchgeführt. Die Detektion im Westernblot erfolgte mit dem 
1G4-Antikörper. Spur 1: DC27.10mART2.1 ohne etheno-NAD; Spur 2: DC27.10mART2.1 mit etheno-
NAD; Spur 3: DC27.10mART2.2 mit etheno-NAD. D DC27.10mART2.1-Transfektanten wurden mit 20µM 
etheno-NAD markiert und anschließend lysiert. Es erfolgte ein Preclearing mit Protein-G-Sepharose 
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(Spur 1) und anschließend eine Immunpräzipitation mit dem M2-Antikörper (Spur 2). Der Überstand 
der ersten Immunpräzipitation wurde anschließend für eine zweite Immunpräzipitation verwendet 
(Spur 3). E Verschiedene DC27.10-Transfektanten wurden in 1% Igepal-Lysepuffer aufgenommen 
und für 30 Min. auf Eis inkubiert (Standard-Lyse, siehe Material und Methoden). Nach Zentrifugation 
wurde das Pellet erneut in Lysepuffer resuspendiert und für 30 Min. bei 37°C inkubiert. Mit den 
Proben wurde ein 1G4-Westernblot durchgeführt. Spur 1: DC27.10hART1; Spur 2: DC27.10-
ZellenmART1; Spur 3: DC27.10-ZellenmART2.2; Spur 4: DC27.10-ZellenmART2.1; Spur 5: DC27.10-
ZellenmART2.2 ohne etheno-NAD;  

 

Eine weitere Methode zur separaten Untersuchung der Fraktionierung der GPI-

verankerten Proteine stellt die sequentielle Lyse dar. Dabei wurden die Zellen zuerst 

30 Minuten bei 4°C auf Eis lysiert. Anschließend wurde das Pellet resuspendiert und 

für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die in den Rafts lokalisierten, GPI-verankerten 

ARTs gehen zum großen Teil durch das 4°C-Lyseverfahren nicht in Lösung. Erst 

nach dem zweiten Schritt, der Resuspendierung bei 37°C, werden die GPI-

verankerten Proteine solubilisiert und die verschiedenen ARTs erscheinen in dieser 

Fraktion (Abb. 28E). Dabei fällt auf, dass in der Spur der hART1-Transfektanten im 

Gegensatz zum mART1 zwei Banden bei ca. 40 und 45 kDa erscheinen. Die zweite 

Bande könnte möglicherweise einem anders glykosyliertem hART1 entsprechen.  

In dem analogen Experiment in JurkathART1-Transfektanten zeigte sich eine 40 kDa 

große breit erscheinende Bande, die möglicherweise ebenfalls der hier beobachteten 

Doppelbande entsprechen könnte (siehe Abb. 17). Bei dem in diesem Versuch 

verwendeten Konstrukt (pTRE, siehe Material und Methoden) in den Jurkat-Zellen 

wurde kein Flag-Tag verwendet, so dass es unwahrscheinlich erscheint, dass die 

Automodifikation in Zusammenhang mit dem Flag-Tag steht.  

Ob die Auto-ADP-Ribosylierung der eukaryotischen ARTs in vivo vorkommt und ob 

die Enzymfunktion dadurch beeinträchtigt wird, wie z.B. bei bestimmten Kinasen 

beschrieben, ist bisher ungeklärt. 
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4.2.5 Identifizierung neuer Zielproteine mittels Nano-Elektrospray- 

Massenspektroskopie 

Ziel des Experimentes war es, durch Anreicherung etheno-ADP-ribosylierter 

Zielproteine in ausreichender Quantität und Qualität eine massenspektroskopische 

Bestimmung von ART-Zielproteinen zu erreichen. Dazu wurden 1,2*109 murine 

DC27.10ART2.2-Zellen für 30 Minuten bei 37°C mit 20µM etheno-NAD inkubiert und 

in 1% Igepal auf Eis lysiert. Nach Immunpräzipitation mit dem 1G4-Antikörper und 

anschließender SDS-Page und Proteinfärbung im Gel (Coomassie) wurden fünf 

Banden aus dem Gel ausgeschnitten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 29: Massenspektroskopische Analyse von 1G4-Immunpräzipitaten 
1,2*109-DC27.10ART2.2-Zellen wurden für 30 Minuten bei 37°C mit 20µM etheno-NAD inkubiert und 
in 1% Igepal auf Eis lysiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde 
eine Immunpräzipitation mit dem 1G4-Antikörper (50 µg an Aminolink-Matrix gekoppeltem 1G4-
Antikörper) durchgeführt. Nach SDS-Page und Proteinfärbung (Coomassie) wurden fünf Banden 
direkt aus dem Gel ausgeschnitten. Anschließend wurden ein in Gel-Trypsin-Verdau und eine Nano-
Elektrospray-Massenspektroskopie durchgeführt (siehe Material und Methoden).  
A Dargestellt ist ein Aliquot der für die Massenspektroskopie verwendeten Proben, welches auf dem 
selben Gel parallel dazu im Westernblot mit 1G4 immundetektiert wurde. Die Höhe der 
korrespondierenden aus dem Coomassie-Gel ausgeschnittenen Banden  ist durch Pfeile auf dem 
Westernblot dargestellt. B Links sind die nach Proteindatenbankrecherche identifizierten Proteine, 
rechts die Anzahl der per Massenspektroskopie gefundenen Peptide, tabellarisch dargestellt.  

 Identifiziertes Protein Pubmed:  Pepdide 
Bande 1 DEC-205 AAA80215 2 
Bande 2 Keratinartefakte   
Bande 3 Neuropilin-1 BAA08789 1 
Bande 4 β2-Integrin P11835 2 
Bande 4 Heat shock protein 

 90-beta  (Hsp 84) 
P11499  
 

3 

Bande 5 Heat shock protein 70 P63017 
 

7 

Bande 5 gPr80 envelope 
 polyprotein 
 

AAC54626   
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In Kooperation mit dem Institut für Zellbiochemie des UKEs wurde eine Nano-

Elektrospray-Massenspektroskopie durchgeführt. Abb. 29A zeigt einen parallel 

durchgeführten Immunoblot von einem Aliquot der für die Massenspektroskopie 

verwendeten Proben mit dem 1G4-Antikörper.  Die Höhe der aus dem Coomasiegel 

ausgeschnittenen Proteinbanden ist durch Pfeile in diesem Immunoblot markiert. 

Anhand der in der Massenspektrometrie detektierten Oligopeptide konnten mittels 

Suche in der Proteindatenbank sechs Proteine identifiziert werden: Bande 1: DEC-

205; Bande 3: Neuropilin-1; Bande 4: das bereits als Zielprotein bekannte β2-Integrin 

(CD18) und Hsp 90; Bande 5: Hsp 70 und das gPr80 envelope protein des Mäuse-

Leukämie-Virus (MuLV). In Abb. 30 sind die durch MS/MS-Massenspektroskopie 

identifizierten Oligopeptide in das Gesamtprotein jeweils fett markiert eingetragen. 

Von den sechs identifizierten Proteinen entsprachen nur vier Proteine 

Zelloberflächenproteinen, die als mögliche Zielproteine der ARTs in Betracht 

kommen: DEC-205, Neuropilin-1, β2-Integrin und das virale envelope protein. Das 

β2-Integrin aus dem LFA-1 (siehe Abb. 24), kann als Positivkontrolle der Methode 

angesehen werden. Die übrigen intrazellulären Proteine könnten in Komplexen mit 

Zielproteinen der ARTs vorgelegen haben und so copräzipitiert worden sein. 

Beispielsweise wurde ein mit dem P2X7-Rezeptor assoziierter Proteinkomplex 

beschrieben, der unter anderem β2-Integrin, Hsp 70 und Hsp 90 enthält (Kim et al., 

2001).  Die Möglichkeit der ADP-Ribosylierung intrazellulärer Proteine nach der 

Lyse, ist unter den gewählten Versuchsbedingungen sehr unwahrscheinlich, da die 

Zellen vor der Lyse mehrmals gewaschen wurden und somit das Substrat der ARTs 

etheno-NAD nach der Lyse nicht vorhanden war.  

Da sich unter diesen Bedingungen nicht alle bisher bekannten Zielproteine (z.B. 

CD45, CD 44, CD43, P2X7) identifizieren ließen, erscheint es sinnvoll, die 

Methodik weiter zu optimieren, um andere mögliche Zielproteine zu identifizieren. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche durchgeführt, die Bindung etheno-ADP-

ribosylierter Proteine an eine 1G4-Sepharose-Säule mit etheno-Adenosin zu eluieren, 

um Zielproteine anzureichern. Eine hinreichende Anreicherung für eine 

massenspektroskopische Auswertung gelang hierdurch jedoch nicht.  
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DEC-205 
1    mrtgrvtpgl aagllllllr sfglvepses sgndpftivh entgkciqpl sdwvvaqdcs 
61   gtnnmlwkwv sqhrlfhles qkclglditk atdnlrmfsc dstvmlwwkc ehhslytaaq 
121  yrlalkdgya vantntsdvw kkggseenlc aqpyheiytr dgnsygrpce fpfligetwy 
181  hdcihdedhs gpwcattlsy eydqkwgicl lpesgcegnw ekneqigscy qfnnqeilsw 
241  keayvscqnq gadllsihsa aelayitgke diarlvwlgl nqlysargwe wsdfrplkfl 
301  nwdpgtpvap viggsscarm dtesglwqsv scesqqpyvc kkplnntlel pdvwtytdth 
361  chvgwlpnng fcyllaness swdaahlkck afgadlismh sladvevvvt klhngdvkke 
421  iwtglkntns palfqwsdgt evtltywnen epsvpfnktp ncvsylgklg qwkvqscekk 
481  lryvckkkge itkdaesdkl cppdegwkrh getcykiyek eapfgtncnl titsrfeqef 
541  lnymmknydk slrkyfwtgl rdpdsrgeys wavaqgvkqa vtfsnwnfle paspggcvam 
601  stgktlgkwe vkncrsfral sickkvsepq epeeaapkpd dpcpegwhtf psslscykvf 
661  hierivrkrn weeaerfcqa lgahlpsfsr reeikdfvhl lkdqfsgqrw lwiglnkrsp 
721  dlqgswqwsd rtpvsavmme pefqqdfdir dcaaikvldv pwrrvwhlye dkdyaywkpf 
781  acdaklewvc qipkgstpqm pdwynpertg ihgppviieg seywfvadph lnyeeavlyc 
841  asnhsflati tsftglkaik nklanisgee qkwwvktsen pidryflgsr rrlwhhfpmt 
901  fgdeclhmsa ktwlvdlskr adcnaklpfi cerynvssle kyspdpaakv qctekwipfq 
961  nkcflkvnsg pvtfsqasgi chsyggtlps vlsrgeqdfi isllpemeas lwiglrwtay 
1021 erinrwtdnr eltysnfhpl lvgrrlsipt nffddeshfh calilnlkks pltgtwnfts 
1081 cserhslslc qkysetedgq pwentsktvk ylnnlykiis kpltwhgalk ecmkekmrlv 
1141 sitdpyqqaf lavqatlrns sfwiglssqd delnfgwsdg krlqfsnwag sneqlddcvi 
1201 ldtdgfwkta dcddnqpgai cyypgnetee evraldtakc pspvqstpwi pfqnscynfm 
1261 itnnrhktvt peevqstcek lhpkahslsi rneeentfvv eqllyfnyia swvmlgitye 
1321 nnslmwfdkt alsythwrtg rptvkngkfl aglstdgfwd iqsfnvieet lhfyqhsisa 
1381 ckiemvdyed khngtlpqfi pykdgvysvi qkkvtwyeal nacsqsggel asvhnpngkl 
1441 fledivnrdg fplwvglssh dgsessfews dgrafdyvpw qslqspgdcv vlypkgiwrr 
1501 ekclsvkdga icykptkdkk lifhvksskc pvakrdgpqw vqygghcyas dqvlhsfsea 
1561 kqvcqeldhs atvvtiaden enkfvsrlmr enynitmrvw lglsqhsldq swswldgldv 
1621 tfvkwenktk dgdgkcsili asnetwrkvh csrgyaravc kiplspdytg iailfavlcl 
1681 lglislaiwf llqrshirwt gfssvryehg tnedevmlps fhd 
 

Neuropilin-1 
1   merglpllca tlalalalag afrsdkcggt ikienpgylt spgyphsyhp sekcewliqa 
61  pepyqriiin fnphfdledr dckydyvevi dgeneggrlw gkfcgkiaps pvvssgpflf 
121 ikfvsdyeth gagfsiryei fkrgpecsqn ytaptgviks pgfpekypnc lectyiifap 
181 kmseiilefe sfdleqdsnp pggmfcrydr leiwdgfpev gphigrycgq ktpgrirsss 
241 gvlsmvfytd saiakegfsa nysvlqssis edfkcmealg mesgeihsdq itassqygtn 
301 wsversrlny pengwtpged sykewiqvdl gllrfvtavg tqgaisketk kkyyvktyrv 
361 dissngedwi slkegnkaii fqgntnptdv vlgvfskpli trfvrikpvs wetgismrfe 
421 vygckitdyp csgmlgmvsg lisdsqitas nqadrnwmpe nirlvtsrtg walppsphpy 
481 tnewlqvdlg dekivrgvii qggkhrenkv fmrkfkiays nngsdwktim ddskrkaksf 
541 egnnnydtpe lrtfsplstr firiyperat hsglglrmel lgceveapta gpttpngnpv 
601 hecdddqanc hsgtgddfql tggttvlate kptiidstiq sefptygfnc efgwgshktf 
661 chwehdshaq lrwsvltskt gpiqdhtgdg nfiysqaden qkgkvarlvs pvvysqssah 
721 cmtfwyhmsg shvgtlrvkl ryqkpeeydq lvwmvvghqg dhwkegrvll hkslklyqvi 
781 fegeigkgnl ggiavddisi nnhisqedca kptdldkknt eikidetgst pgyegegegd 
841 knisrkpgnv lktldpilit iiamsalgvl lgavcgvvly cacwhngmse rnlsalenyn 
901 felvdgvklk kdklnpqsny sea 
 

ββββ2-Integrin 
1   mlglrpslll alaglfflgs avsqectkyk vsscrdciqs gpgcswcqkl nftgpgepds 
61  lrcdtraqll lkgcpaddim dprsianpef dqrgqrkqls pqkvtlylrp gqaaafnvtf 
121 rrakgypidl yylmdlsysm lddlnnvkkl ggdllqalne itesgrigfg sfvdktvlpf 
181 vnthpeklrn pcpnkekacq ppfafrhvlk ltdnsnqfqt evgkqlisgn ldapegglda 
241 imqvaacpee igwrnvtrll vfatddgfhf agdgklgail tpndgrchle dnmykrsnef 
301 dypsvgqlah klsesniqpi favtkkmvkt yeklteiipk savgelsdds snvvqlikna 
361 yyklssrvfl dhstlpdtlk vtydsfcsng assigksrgd cdgvqinnpv tfqvkvmase 
421 ciqeqsfvir algftdtvtv qvrpqcecqc rdqsreqslc ggkgvmecgi crcesgyigk 
481 ncecqtqgrs sqelerncrk dnssivcsgl gdcicgqcvc htsdvpnkei fgqycecdnv 
541 ncerynsqvc ggsdrgscnc gkcsckpgye gsacqcqrst tgclnarlve csgrghcqcn 
601 rcicdegyqp pmcedcpscg shcrdnhtsc aeclkfdkgp fekncsvqca gmtlqtiplk 
661 kkpckerdse gcwitytlqq kdgrniynih vedslecvkg pnvaaivggt vvgvvligvl 
721 llviwkalth ltdlreyrrf ekeklksqwn ndnplfksat ttvmnpkfae s 
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Abbildung 30: Aminosäuresequenz der durch Nano-Elektrospray-Massenspektroskopie 
idenzifizierten Proteine; fett markiert sind dabei die durch Massenspektroskopie identifizierten 
Oligopeptide 

. 

Heat-shock protein hsp84 (HSP90) 
        1 mpeevhhgee evetfafqae iaqlmsliin tfysnkeifl relisnasda ldkiryeslt 
       61 dpskldsgke lkidiipnpq ertltlvdtg igmtkadlin nlgtiaksgt kafmealqag 
      121 adismigqfg vgfysaylva ekvvvitkhn ddeqyawess aggsftvrad hgepigrgtk 
      181 vilhlkedqt eyleerrvke vvkkhsqfig ypitlyleke rekeisddea eeekgekeee 
      241 dkedeekpki edvgsdeedd sgkdkkkktk kikekyidqe elnktkpiwt rnpdditqee 
      301 ygefyksltn dwedhlavkh fsvegqlefr allfiprrap fdlfenkkkk nniklyvrrv 
      361 fimdscdeli peylnfirgv vdsedlplni sremlqqski lkvirknivk kclelfsela 
      421 edkenykkfy eafsknlklg ihedstnrrr lsellryhts qsgdemtsls eyvsrmketq 
      481 ksiyyitges keqvanpafv ervrkrgfev vymtepidey cvqqlkefdg kslvsvtkeg 
      541 lelpedeeek kkmeeskakf enlcklmkei ldkkvekvti snrlvsspcc ivtstygwta 
      601 nmerimkaqa lrdnstmgym makkhleinp dhpivetlrq kaeadkndka vkdlvvllfe 
      661 tallssgfsl edpqthsnri yrmiklglgi dedevtaeep saavpdeipp legdedaspm 
      721 eevd 
 

Heat shock cognat 70 kDa protein (HSP 70) 
        1 mskgpavgid lgttyscvgv fqhgkveiia ndqgnrttps yvaftdterl igdaaknqva 
       61 mnptntvfda krligrrfdd avvqsdmkhw pfmvvndagr pkvqveykge tksfypeevs 
      121 smvltkmkei aeaylgktvt navvtvpayf ndsqrqatkd agtiaglnvl riineptaaa 
      181 iaygldkkvg aernvlifdl gggtfdvsil tiedgifevk stagdthlgg edfdnrmvnh 
      241 fiaefkrkhk kdisenkrav rrlrtacera krtlssstqa sieidslyeg idfytsitra 
      301 rfeelnadlf rgtldpveka lrdakldksq ihdivlvggs tripkiqkll qdffngkeln 
      361 ksinpdeava ygaavqaail sgdksenvqd lllldvtpls lgietaggvm tvlikrntti 
      421 ptkqtqtftt ysdnqpgvli qvyegeramt kdnnllgkfe ltgippaprg vpqievtfdi 
      481 dangilnvsa vdkstgkenk ititndkgrl skediermvq eaekykaede kqrdkvsskn 
      541 slesyafnmk atvedeklqg kindedkqki ldkcneiisw ldknqtaeke efehqqkele 
      601 kvcnpiitkl yqsaggmpgg mpggfpggga ppsggassgp tieevd 
 

gPr80 envelope polyprotein 
        1 vptgcggpre gycgkwgcet tgqaywkpss swdlislkrr ntpqnqgpcy dssavssdik 
       61 gatpggrcnp lvleftdagk kaswdgpkvw glrlyrstgt dpvtrfsltr qvlnigprvp 
      121 igpnpvitdq lppsrpvqim lprppqpppp gaastvpeta ppsqqpgtgd rllnlvdgay 
      181 qalnltspdk tqecwlclva gppyltegva vlgtysnhts apancsvasq hkltlsevtg 
      241 qglcvgavpk thqalcnttq ktsdgsyyla appgpiwacn tgltpclstt vldlttdycv 
      301 lvelwpkvty hspgyvygqf erktkykr 
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4.2.6 Bestätigung von DEC-205 als Zielprotein von ARTs mittels 

Immunpräzipitation 

Eine FACS-Anfärbung mit einem DEC-205-spezifischen Antiserum zeigte, dass 

DEC-205 auf DC27.10-Zellen zu 100% exprimiert wird (Abb. 31B). Durch 

Immunpräzipitation mit einem DEC-205-spezifischen Antiserum und anschließender 

Immundetektion mit dem 1G4-Antikörper aus DC27.10-mART1-Transfektanten zeigte 

sich eine 200 kDa große Bande, die der beschriebenen molekularen Größe des DEC-

205 entsprach. (Abb. 31A, Spur 2). In Spur 1 erkennt man im 1G4-Immunpräzipitat 

eine abgrenzbare Bande in korrespondierender Größe. Neuropilin-1 konnte ebenfalls 

in unserer Arbeitsgruppe als Zielprotein der ARTs bestätigt werden (Daten nicht 

dargestellt). Die Bestätigung für das envelope protein als Zielprotein der ARTs steht 

noch aus. 
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Abbildung 31: Bestätigung von DEC-205 als Zielprotein der ARTs 
DC27.10-mART1-Transfektanten wurden mit 20µM etheno-NAD und 1mM ADPR inkubiert. 
Anschließend wurde eine Immunpräzipitation mit einem DEC-205 spezifischen Hybridom-Überstand 
durchgeführt. Die Detektion erfolgte mit 1G4. A Spur 1: entspricht Abb. 29A, Spur 2: 
Immunpräzipitation mit einem DEC-205 spezifischen Hybridom-Überstand aus DC27.10-mART1-
Transfektanten; B FACS-Darstellung der Expression von DEC-205 auf DC27.10-Zellen. Die 
gestrichelte Linie entspricht einer Negativkontrolle (nur Zweitantikörper). Die durchgezogene Linie 
zeigt die Anfärbung mit dem primären Antikörper gegen DEC-205 und dem sekundären PE 
konjugierten Zweitantikörper 

A B 

Blot 1G4  
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Weitere Experimente sind nötig, um zu klären, ob diese Proteine auch in vivo ADP-

ribosyliert werden, ob es dadurch zur Beeinflussung wichtiger zellulärer Funktionen 

kommt, oder ob bereits beschriebene Effekte der ADP-Ribosylierung von 

Zelloberflächen-Proteinen durch die Modifikation dieser Proteine erklärt werden 

können. Es wäre des Weiteren interessant zu untersuchen, ob es auf dendritischen 

Zellen in vivo im Rahmen der immunologischen Synapse zu einer ADP-

Ribosylierung von DEC-205 und Neuropilin-1 in trans kommt. Des Weiteren 

erscheinen funktionelle Untersuchungen über den Einfluss der ADP-Ribosylierung 

des Neuropilins auf T-Zellen sehr erfolgversprechend. 
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4.3 Interaktionen zwischen ADP-Ribosylierung und Tyrosin-

phosphorylierung 

 

4.3.1 Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen 

in DC27.10-Zellen 

Eine Immunpräzipitation von DC27.10mART2.1-Transfektanten mit dem 

Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper 4G10 und anschließende 

Westernblotdetektion mit dem 1G4 Antikörper zeigte eine Bande bei ca 80 kDa 

(Abb. 32B, Spur 1). Nach Behandlung der Zellen mit dem Phosphatase-Inhibitor 

Natrium-Ortho-Vanadat (Pervanadat) kam es zu starker Anreicherung dieser Bande 

und es erschienen zwei weitere Banden bei ca. 50 kDa, sowie bei ca. 83 kD (Abb. 

32B, Spur 2). Eine Immunpräzipitation mit dem 1G4-Antikörper und anschließende 

Detektion mit dem Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper RC-20 zeigte eine Bande 

bei ca. 80 kDa (Abb. 32C, Spur 2) nach Pervanadatbehandlung.  
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Abbildung 32: Interaktionen zwischen ARTs und Tyrosinkinasen in DC27.10-Zellen  
DC27.10mART2.1-Transfektanten wurden mit 20µM etheno-NAD inkubiert und anschließend mit 
Pervanadat behandelt. A - C: Spur 1 zeigt jeweils ohne, Spur 2 zeigt jeweils mit Pervanadat 
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behandelte Zellen. A Immunpräzipitation und Detektion mit dem Phosphotyrosin-spezifischen 
Antikörper 4G10; B Immunpräzipitation wie in A und Immundetektion mit dem 1G4-Antikörper. Bei 
den Banden um ca. 25 kDa handelt es sich um unspezifische Hintergrundbanden, die auch in 
untransfizierten Kontrollen auftauchten. Die Pfeile markieren ca. 80 kDa, ca. 83 kDa ca. 50 kDa große 
Proteine. C Immunpräzipitation mit dem 1G4-Antikörper und Immundetektion mit dem 
monoklonalen Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper RC20 (Verdünnung: 1 :2500). D 1G4-
Immunpräzipitate wurden in SDS- und DTT-haltigem Puffer (siehe Material und Methoden) für 6 min 
bei 90° gekocht und anschließend mit Lysepuffer verdünnt. Danach wurde eine zweite 
Immunpräzipitation mit dem 4G10-Antikörper durchgeführt. Diese 4G10-Präzipitate wurden in Spur 
1 und 2 der SDS-PAGE geladen. Spur 1 zeigt eine Immundetektion mit dem Phosphotrosin-
spezifischen Antikörper RC20; Spur 2 zeigt eine Immundetektion mit 1G4. 

 

 

In einer doppelten Immunpräzipitation sowohl mit dem 1G4-Antikörper als auch mit 

dem 4G10-Antikörper nach Vorbehandlung der Zellen mit etheno-NAD und 

Pervanadat zeigte sich im 1G4- und im RC20-Westernblot (Abb. 32D, Spur 1 und 2) 

eine Bande bei ca. 80 kDa. Diese Befunde deuten auf die Existenz eines ca. 80 kDa 

großen Transmembranproteins auf DC27.10-Zellen hin, welches extrazellulär von 

ARTs und intrazellulär von Tyrosin-Kinasen modifiziert wird. Bei den Banden um 

ca. 50 kDa und 83 kDa (Abb. 32B, Spur 2) könnte es sich um ADP-ribosylierte 

Proteine handeln, die mit Tyrosin-phosphorylierten Protein interagieren und deshalb 

vom 4G10-Antikörper copräzipitiert wurden.  

Abb. 33 gibt einen schematischen Überblick über die verschiedenen 

Interaktionspartner von ARTs und Tyrosinkinasen in DC2710-Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33: Schematische Darstellung der Interaktion  zwischen Zielproteinen von ARTs und 
Tyrosinkinasen in DC27.10-Zellen  
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4.3.2 Etheno-ADP-Ribosylierung des unbekannten 80 kDa großen Proteins 

(p80) durch unterschiedliche ARTs 

Alle hier untersuchten Transferasen zeigten eine Modifikation des 80 kDa großen 

Proteins (Abb. 34). In hART1- und mArt1-Transfektanten konnte die auch schon 

beim mArt2.1 beobachteten Bande bei 83 kDa (Abb. 34 B, Spur 2 und 4), die 50 

kDA-Bande ließ sich hingegen nur in den hART1-Transfektanten nachweisen. In der 

humanen Zelllinie Jurkat fanden sich nach transienter Transfektion von hART1 zwei 

Banden bei ca. 80 und 90 kDa (Abb. 34C). Auf menschlichen Zellen könnte das 

unbekannten p80 somit ebenfalls vorhanden zu sein.  
 

 

 

Abbildung 34: ADP-Ribosylierung des 80 kDa großen Proteins durch unterschiedliche ARTs 
A,B. DC27.10mART2.2-, DC27.10mART1- und DC27.10hART1-Transfektanten wurden mit 20µM etheno-
NAD markiert und anschließend mit Natrium-Ortho-Vanadat stimuliert. Die Spuren 1 und 3 zeigen 
jeweils unstimulierte, die Spuren 2 und 4 jeweils mit Natrium-Ortho-Vanadat stimulierte Zellen.  
A. Immunpräzipitation mit dem 1G4-Antikörper und Immundetektion mit dem Phosphotyrosin-
spezifischen Antikörper. Der Pfeil markieren das ca. 80 kDa große Protein B. Immunpräzipitation mit 
dem 4G10-Antikörper und Immundetektion mit dem 1G4-Antikörper. Pfeile markieren das 80 kDa 
große Protein, sowie die ca. 83 kDa und 50 kDa großen Proteine. C. Jurkat-Zellen wurden transient 
mit hART1 transfiziert und am Tag zwei untersucht. Die etheno-NAD-Behandlung erfolgte mit 20µM 
für 30 Min. bei 37°C. Es wurde eine Immunpräzipitation mit dem 4G10-Antikörper und 
Immundetektion mit dem 1G4-Antikörper durchgeführt. Spur 1: hART1-Transfektanten ohne 
Pervanadat; Spur 2: hART1-Transfektanten mit Vanadat. 
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4.3.3 Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen 

in primären Maus-Lymphknoten-Zellen  

Eine wichtige Fragestellung war, ob sich diese an Zellkulturzellen durchgeführten 

Beobachtungen auch auf primäre T-Zellen übertragen ließen. In B-Zell-depletierten 

C57BL/6-Maus-Lymphknotenzellen zeigte sich nach Immunpräzipitation mit dem 

1G4-Antikörper und Immundetektion mit dem RC-20-Antikörper ohne Stimulation 

eine Bande bei ca. 55 kDa (Abb. 35A, Spur 1). Nach Stimulation der Zellen mit 

PMA (Abb. 35A, Spur 2) und PMA/Ionomycin (Abb. 35A, Spur 3) zeigten sich eine 

weitere Banden bei ca. 70 kDa. Nach Stimulation der Zellen mit anti-CD3-

Antikörpern ließen sich zwei zusätzliche Banden bei ca. 64 und 80 kDa erkennen 

und es kam zu einer stärkeren Markierung der Bande bei 70 kDa (Abb. 35A, Spur 4). 

Nach Behandlung der Zellen mit Pervanadat zeigte sich eine starke Anreicherung der 

Banden  um 64 und 80 kDa, es zeigte sich jedoch keine Bande mehr bei 70 kDa 

(Abb. 35A, Spur 5).  

Bei der Bande um 55 kDa handelt es sich höchstwahrscheinlich nicht um die schwere 

Antikörperkette des präzipitierenden Antikörpers, da der detektierende RC20-

Antikörper direkt an Peroxidase konjugiert war. Das p55 scheint ein konstitutiv 

phosphoryliertes Protein zu repräsentieren, welches weder durch T-Zell-Stimulation 

noch durch Phosphatase-Aktivität beeinflusst wird. Ein möglicher Kandidat für das 

p55 wäre z.B die Phosphotyrosinkinase Lck. Eine Interaktion zwischen einem 

unbekannten ADP-ribosylierten Protein p40 und Lck wurde bereits von Wang et al. 

1996 beschrieben (Wang et al., 1996). Die in den 4G10-Präzipitaten gefundene 

Bande um 40 kDa könnte diesem p40 möglicherweise entsprechen. Ein Kanditat für 

das p40 wäre CD8, für das eine Interaktion mit Lck beschrieben ist.  

Der gleiche Versuch wurde an Balb C Mäusen durchgeführt. Es zeigte sich dabei ein 

ähnliches Bandenmuster. In unstimulierten Zellen (Abb. 35B, Spur 1) zeigte sich wie 

in den C57BL/6-Zellen eine Bande bei ca 55 kDa. Daneben zeigte sich jedoch auch 

eine Bande bei ca. 90 kDa, die nur in den ersten drei Spuren erscheint und 

höchstwahrscheinlich eher als unspezifisch zu werten ist. Nach Stimulation mit PMA 

(Abb. 35B, Spur 2), PMA/Ionomycin (Abb. 35B, Spur 3) und anti-CD3 (Abb. 35B, 

Spur 4) erschienen weitere Banden bei ca. 64 und 70 kDa.  
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Abbildung 35: Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen in Maus 
Lymphknoten-Zellen (1G4-Präzipitate) B-Zell-depletierte Maus-Lymphknoten-Zellen wurden mit 
100µM etheno-NAD markiert und anschließend für jeweils drei Minuten mit verschiedenen T-Zell-
Stimulantien oder Pervanadat stimuliert. 1G4-Immunpräzipitate (100µl Hybridomüberstand, #72) 
wurden mit dem Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper RC20 (RC20-POD , Verdünnung: 1 :2500) 
detektiert. Links ist jeweils die korrespondierende Silberfärbung gezeigt. A Der Versuch wurde mit 
C57BL/6-Mauslymphozyten durchgeführt: Spur 1: unstimulierte Zellen; Spur 2: Stimulation mit 
10ng/ml PMA; Spur 3: Stimulation mit 10ng/ml PMA und 1µM Ionomycin; Spur 4: Stimulation mit 
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CD3 spezifischem polyklonalen Immunserum aus dem Kaninchen (10 µg/ml ); Spur 5: Stimulation 
mit Natrium-Ortho-Vanadat  B  Der gleiche Versuch wurde mit Balb-C-Mauslymphknotenzellen 
durchgeführt. 

 

In den mit Pervanadat stimulierten Zellen erschien zusätzlich eine Bande bei ca. 80 

kDa, die in keiner anderen Spur sichtbar ist (Abb. 35B, Spur 5). Wie bei C57BL/6-

Mäusen ist die Bande bei 70 kDa hier ebenfalls nicht vorhanden, die Bande von 64 

kDa erscheint verstärkt. Da die Situation im Blot aus BALB/c T-Zellen nicht so 

deutlich ist, sind weitere Experimente nötig, um diese Frage zu klären. 

In Immunpräzipitaten mit dem 4G10-Antikörper und anschließender Detektion mit 

dem 1G4-Antikörper zeigte sich in Abhängigkeit von Pervanadat-Stimulation und 

etheno-NAD-Markierung in LK-Zellen von C57BL/6 und Balb-C-Mäusen ein 

ähnliches Bandenmuster wie in den Versuchen an DC27.10-Zellen (Abb. 36, Spur 4 

und 8). Es fanden sich neben der Bande bei 80 kDa, weitere Banden bei ca. 50 kDa 

und 83 kDa. Zusätzlich zeigte sich noch eine Bande bei 40 kDa (zumindest in den 

C57BL/6-Mäusen). Abb. 37 gibt eine schematische Übersicht über die in primären 

T-Zellen gefundenen Interaktionen. Die genaue Charakterisierung dieser 

interagierenden Proteine bleibt Aufgabe zukünftiger Experimente. 
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Abbildung 36: Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen in Maus 
Lymphknoten-Zellen (4G10-Präzipitate) 
B-Zell-depletierte Maus-Lymphknoten- und Milz-Zellen wurden mit (Spuren 3, 4, 7, 8) oder ohne 
(Spuren 1, 2, 5, 6) 100µM etheno-NAD, 2mM ADPR, 1mM DTT markiert und anschließend für drei 
Minuten mit (Spuren 2, 4, 6, 8) oder ohne (Spuren 1, 3, 5, 7) Natrium-Ortho-Vanadat stimuliert. 4G10 
Immunpräzipitate (10µl Matrix von an Sepharose gekoppeltem 4G10) wurden mit dem 1G4 
Antikörper detektiert. Spur 1-4 zeigen C57BL/6-Zellen (6*10^6/Spur), Spur 5-8 zeigen BalbC-Zellen 
(6*10^6/Spur).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Zielproteinen von ARTs und 
Tyrosinkinasen in Maus-LK-Zellen  
p80 wird extra-und intrazelluläres von ARTs und Tyrosinkinasen modifiziert. Interaktion von p55 
(möglicherweise Lck) mit p40 (möglicherweise CD8); Interaktionen von p70 und p64 mit 
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unbekannten ADP-ribosylierten Proteinen; Interaktion von p83 und p50 mit unbekannten Tyrosin-
phosphorylierten Proteinen. 

4.3.4  Untersuchung des p80 mit einem PAG-spezifischen Antikörper  

Als ein möglicher Kandidat für das p80 galt das „phosphoprotein associated with 

glycosphingolipid-enriched microdomains (GEMs)“: PAG. Dies erschien 

wahrscheinlich, da die ADP-Ribosyl-Transferasen ebenso wie PAG in Rafts 

lokalisiert sind (Bannas et al., 2005). Neben dieser räumlichen Nähe von Enzym und 

Substrat sprach des Weiteren noch die beschriebene Größe von PAG dafür, von dem 

beschrieben ist, dass es Tyrosin-phosphoryliert ca. 80 kDa groß ist (Brdicka et al., 

2000). Ein Westernblot mit einem polyklonalen PAG-spezifischen Antiserum zeigte 

jedoch in mit etheno-NAD markierten 1G4-Immunpräzipitate von DC27.10mART2.1-

Transfektanten keine spezifischen Banden (Abb. 38B., Spuren 1-4). Nach Strippen 

der PVDF-Membran und erneuter Immundetektion mit dem RC-20-Antikörper 

zeigte sich, dass das ca. 80 kDa große Protein, welches nur in mit etheno-NAD und 

Pervanadat behandelten Zellen zu sehen ist (Abb. 38C, Spur 4) in einem 

Größenbereich liegt, das dem PAG in diesen Zellen nicht entspricht (Abb. 38B). 

Daraus ergibt sich, dass PAG nicht ADP-ribosylierbar ist und deshalb auch nicht das 

gesuchte p80 sein kann. Theoretisch lässt sich nicht ganz ausschließen, dass PAG 

zwar ADP-ribosyliert wird, aber nicht in der Immunpräzipitation vom 1G4-

Antikörper erkannt wird. Dies erscheint jedoch unwahrscheinlich und müsste 

gegebenenfalls durch einen für die Immunpräzipitation geeigneten PAG spezifischen 

Antikörper erneut überprüft werden. In Immunpräzipitaten mit dem 4G10-Antikörper 

zeigte eine Bande bei ca 60 kDa, welche durch Pervanadat angereichert wurde (Abb. 

38B, Spur 5-8). Dabei handelt es sich höchstwahrscheinlich um PAG, was in den 

untersuchten Zellen eventuell nicht 80 kDa, sondern ca. 60 kDa groß ist. Dass PAG 

in verschiedenen Zellen unterschiedlich groß sein kann wurde von Brdicka et al. 

beschrieben (Brdicka et al., 2000). Ein weiteres Indiz dafür, dass PAG nicht das 

gesuchte p80 ist, ist also das kleinere Molekulargewicht von ca. 60 kDa in DC27.10-

Zellen. 
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Abbildung 38: Untersuchung des p80 mit PAG spezifischem Antikörper im Westernblot 
DC27.10mART2.2-Transfektanten wurden mit etheno-NAD inkubiert (jeweils Spur 3, 4, 7 und 8) und 
anschließend mit Pervanadat stimuliert (jeweils Spur 2, 4, 6 und 8). A Der Blot rechts zeigt ein 
Aliquot der Ganzzelllysate, die für die Präzipitationen in (B) und (C) verwendet wurden. Spur 1-4: 
Detektion mit 1G4, Spur 5-8: Detektion mit dem anti-Phosphotyrosin-Antikörper RC-20. Links ist die 
korrespondierende Silberfärbung dargestellt.  B Der Rest der Ganzzelllysate aus A wurde für 
Immunpräzipitationen verwendet. In Spur 1-4 wurde eine Immunpräzipitation mit dem 1G4-
Antikörper, in Spur 5-8 eine Immunpräzipitation mit dem 4G10-Antikörper durchgeführt. Die 
Immundetektion des gesamten Blots erfolgte mit einem PAG spezifischen Antiserum. C Nach 
„Strippen“ der Membran aus b. (siehe Material und Methoden) wurde erneut detektiert: Spur 1-4: 
Detektion mit anti-Phosphotyrosin (RC-20); Spur 5-8: Detektion mit 1G4. 
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4.3.5 Interaktionen zwischen ART-Zielproteinen und der Tyrosinkinase 

Lck 

Etheno-NAD markierte DC27.10ART2.2-Zellen wurden mit Lck spezifischem 

Antiserum immunpräzipitiert. Anschließend wurde eine Immundetektion mit dem 

1G4-Antikörper durchgeführt. In Abhängigkeit von etheno-NAD ließen sich einige 

Banden im höheren molekularen Bereich copräzipitieren (Abb.39A). Dabei könnte es 

sich um ADP-ribosylierte Proteine handeln, die mit Lck interagieren. 
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Abbildung 39: Interaktionen zwischen ART-Zielproteinen und Lck sowie ART-Zielproteinen 
und mART2.2 
DC27.10mART2.2-Transfektanten wurden mit oder ohne etheno-NAD (20µM) inkubiert und 
anschließend lysiert. Die Detektion erfolgte mit dem 1G4.  A Der links gelegene Blot zeigt eine 
Immunpräzipitation mit einem unspezifischen Antikörper. In der Mitte ist die korrespondierende 
Silberfärbung zum Blot rechts dargestellt. Im rechten Blot ist eine Immunpräzipitation mit an 
Sepharose gekoppeltem Lck spezifischen Immunserum dargestellt. Die Detektion erfolgte mit dem 
1G4-Antikörper. B Es wurde eine Immunpräzipitation an DC27.10hART1-Transfektanten mit M2-
gekoppelter Sepharose durchgeführt. Links ist die korrespondierende Silberfärbung gezeigt. 
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4.3.6 Interaktionen zwischen ART-Zielproteinen und mART2.2  

Etheno-NAD markierte DC27.10hART1-Zellen wurden mit dem gegen den Flag-Tag 

gerichteten Antikörper M2 immunpräzipitiert, anschließend wurde eine 

Immundetektion mit dem 1G4-Antikörper durchgeführt. In Abhängigkeit von 

etheno-NAD ließen sich im höher molekularen Bereich einige Banden 

copräzipitieren (Abb. 39B). Dabei könnte es sich um ADP-ribosylierte Proteine 

handeln, die mit den ARTs interagieren. 

Vergleicht man die Lck-Präzipitate mit den M2-Präzipitaten, fällt das ähnliche 

Bandenmuster der copräzipitierten ADP-ribosylierten Zielproteine auf. Eine 

mögliche Erklärung dafür wäre, dass sowohl Lck als auch die ARTs in einem 

gemeinsamen Proteinkomplex vorliegen. 
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5 Diskussion  

Um die Wirkungsweise eukaryotischer ARTs aufzuklären, ist die Identifizierung der 

daran beteiligten Zielproteine essentiell. So konnte in den letzten Jahren das durch 

ART vermittelte Auslösen von Apoptose in T-Zellen auf die ADP-Ribosylierung des 

Purinorezeptor P2X7 zurückgeführt werden (Seman et al., 2003). Alle beobachteten 

Effekte eukaryotischer ARTs lassen sich jedoch nicht durch diesen Mechanismus 

erklären. Im Mausstamm C57BL/6 fand sich eine natürliche Mutation (P451L), die 

die Sensitivität für NICD drastisch reduzierte (Adriouch et al., 2002). In diesem 

Mausstamm wurde jedoch eine Suppression von T-Zellfunktionen wie Proliferation, 

Zytotoxizität und Homing-Verhalten beobachtet ((Wang et al., 1994) (Okamoto et 

al., 1998)), so dass höchstwahrscheinlich weitere Zielproteine an diesen Effekten 

beteiligt sind. Die Identifizierung neuer Zielproteine der ARTs stand daher im 

Mittelpunkt dieser Arbeit.  

 

5.1 Beurteilung des etheno-NAD-1G4-Assays 

Vor der Identifizierung von ART-Zielproteinen stand das Problem der schwierigen 

Detektion von ADP-Ribosylierung. Der Nachweis ADP-ribosylierter Proteine wird 

bisher durch das Fehlen von monoklonalen Antikörpern gegen ADP-ribosylierte 

Aminosäuren erschwert. Im Jahre 1988 wurde von Young et al. an der Columbia 

Universität im Rahmen von Forschungen über die Kanzerogenität von Vinylchlorid 

ein monoklonaler Antikörper (1G4) entwickelt, der für ein mit einer etheno-Gruppe 

modifiziertes Adenosin spezifisch ist (Young and Santella, 1988). Es war bekannt, 

dass etheno-NAD von bakteriellen ARTs ((Hingorani and Ho, 1988) (Klebl and 

Pette, 1996)) und den im Zellkern lokalisierten Poly-ADP-Ribosyltransferasen 

(PARPs) (Davis et al., 1998) als Substrat erkannt wird. In dieser Arbeit wurde der 

1G4-Antikörper genutzt, um ADP-Ribosylierung eukaryotischer ARTs zu 

untersuchen. Tatsächlich konnte im Zellkulturmodell und an primären Mauszellen 

bestätigt werden, dass die von ARTs auf Arginin-Reste von Zielproteinen 

übertragene etheno-Adenin-Dinukleotid-Ribose (etheno-ADPR) spezifisch vom 
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1G4-Antikörper erkannt wird. Dieser etheno-NAD-1G4-Assay wurde im FACS, im 

Westernblot und in der Immunpräzipitation eingesetzt.  

Der 1G4-FACS-Assay 

In Zellkulturzellen zeigte sich eine klare Abhängigkeit der 1G4-Anfärbbarkeit im 

FACS vom Substrat etheno-NAD und von der ART-Expression auf der 

Zelloberfläche (Abb. 13). Nach Inkubation mit etheno-ADP-Ribose zeigte sich 

hingegen kein Einbau in Zielproteine (Daten nicht gezeigt). Die Durchführung des 

1G4-FACS-Assays erwies sich als äußerst schnell und unkompliziert. So konnten 

verschiedenste etablierte Zelllinien einfach auf ART-Aktivität hin gescreent werden. 

Von 44 gescreenten Zelllinien zeigten drei ART-Aktivität: Yac-1, MD27, SRD-10 

(Krebs et al., 2003). Ferner konnte die Michaeliskonstante von mART2.2 bestimmt 

werden. Halb maximale Zell-Oberflächen-etheno-ADP-Ribosylierung ART2.2 

transfizierter DC27.10-Zellen zeigte sich  bei 1µM etheno-NAD (Krebs et al., 2003). 

Frühere Arbeiten, in denen lösliche, aufgereinigte ARTs, etheno-NAD und Agmatin 

als Akzeptor verwendet worden waren, hatten eine wesentlich höhere Km gezeigt (im 

Bereich 300 µM: (Armstrong and Merrill, 2001; Klebl and Pette, 1996)), so dass es 

den Anschein hat, als ob für ADP-Ribosylierung auf der Zelloberfläche deutlich 

geringere Mengen an etheno-NAD benötigt werden.  

Durch Mehrfachfluoreszenzanalysen konnte die ADP-Ribosylierung auf 

Untergruppen von Zellpopulationen selektiv betrachtet werden (Krebs et al., 2003). 

Darüber hinaus wurde durch diesen Assay die Sortierung von Zellen anhand ihrer 

ART-Aktivität ermöglicht (Krebs et al., 2003). 

Eine Beobachtung dieser Arbeit war, dass sich die Darstellung in der 

Durchflußzytometrie als sehr sensitiv erwies. Es war beispielsweise möglich, ADP-

Ribosylierung in Jurkat-Zellen trotz hoher Expression von CD38 im FACS 

darzustellen (Abb. 23), wohingegen der Nachweis der ADP-Ribosylierung in der 

Autoradiographie nicht gelang (Daten nicht gezeigt).  

Der 1G4-Westernblot-Assay 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das etheno-NAD-1G4-

Westernblotverfahren mit der Autoradiographie vergleichbare Ergebnisse lieferte 

(Abb. 14-17), was dafür spricht, dass etheno-ADP-Ribose in die gleichen 
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Zielproteine wie ADP-Ribose eingebaut wird. Bekannte durch Autoradiographie 

identifizierte Zielproteine wie CD45, CD44 und LFA-1 ((Nemoto et al., 1996),(Liu 

et al., 1999; Okamoto et al., 1998)) ließen sich sehr gut im 1G4-Westernblot 

darstellen (Abb. 24). Für LFA-1 wurde im direkten Vergleich von Autoradiographie 

und 1G4-Westernblot ein ähnliches Bandenmuster nachgewiesen (Krebs et al., 

2003). Auch humanes CD8alpha konnte sowohl mit 32P-NAD als auch mit etheno-

NAD markiert werden (Abb.27). Bei der etheno-ADP-Ribosylierung handelt es sich 

um eine SDS-resistente und somit kovalente Proteinmodifikation, die mit dem 1G4-

Antikörper detektiert werden kann. Methodisch lässt sich feststellen, dass die 

Zielproteinbanden in den 1G4-Immunoblots wesentlich schärfer und besser 

abgrenzbar erschienen als bei den Banden der Autoradiographie. Ein weiterer Vorteil 

dieses Assays ist die Erleichterung, nicht radioaktiv arbeiten zu müssen. Die 

Etablierung des 1G4-Westernblotverfahrens verspricht beste Voraussetzungen zur 

weiteren Untersuchung ADP-ribosylierter Zielproteine und ihrer Interaktionspartner. 

1G4-Immunpräzipitation 

Die Immunpräzipitation etheno-ADP-ribosylierter Zielproteine ermöglichte es, 

Proteininteraktionen mit ART-Zielproteinen zu untersuchen. So konnten 

Interaktionen mit Tyrosin-phosphorylierten Zielproteinen nachgewiesen werden 

(Abb. 32-38).  

Durch Nano-Elektro-Spray-Massenspektroskopie-Analysen von 1G4-

Immunopräzipitaten gelang der Nachweis bekannter Zielproteine wie das β-2-

Integrin (Bestandteil des LFA-1), sowie der Nachweis neuer, unbekannter 

Zielproteine wie DEC-205 und Neuropilin-1 (Abb. 29-31). Neben der Möglichkeit, 

diese neuen Zielproteine und ihren Einfluss auf die von der ADP-Ribosylierung 

abhängigen Effekte auf T-Zellen zu untersuchen, ergeben sich durch die Methode an 

sich neue, weiterführende Möglichkeiten. So erscheint es aussichtsreich, Zielproteine 

von primären Maus-T-Zellen massenspektroskopisch zu untersuchen. Darüber hinaus 

wären ähnliche Untersuchungen auch außerhalb des Immunsystems wie 

beispielsweise im Muskel oder Hoden denkbar. 

Weitere Anwendungen des 1G4-Antikörper-Assays könnten mikroskopische 

Verfahren darstellen, in denen die ADP-Ribosylierung im Rahmen der 
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Immunologischen Synapse untersucht würde. Ein kürzlich entwickeltes in situ 

Mikroskopieverfahren, bei dem durch Zyklen von Antikörperfärbung und Bleichung 

viele Proteine auf derselben Zelle innerhalb von Geweben dargestellt werden können  

(Schubert et al., 2006), könnte in Kombination mit dem 1G4-Assay eingesetzt 

werden, um ART-Aktivität auf Geweben zu analysieren. So könnten lymphatische 

Organe nach i.v. Applikation von etheno-NAD auf etheno-ADP-ribosylierte T-Zellen 

hin untersucht werden. Auch die Rolle von CD38 induzierter Inhibierung in trans 

könnte so in vivo untersucht werden. 

 

5.2 Überlegungen zur Zielproteinspezifität eukaryotischer ART 

Neben den schon seit längerem bekannten Zielproteinen auf der Oberfläche von 

primären Maus T-Lymphozyten wie LFA-1 ((αL/β2-Integrin): (Nemoto et al., 

1996)), CD8, CD45, CD44, CD43 und CD27 ((Liu et al., 1999; Okamoto et al., 

1998)) wurde bei CD4, CD2 (LFA-2), CD28, CD48, α4-Integrins,  L-selectin, 

(Okamoto et al., 1998), CD29, CD40L, CD54 und CD62L (Liu et al., 1999) 

nachgewiesen, dass sie keine Zielproteine der ARTs sind. Zum Zeitpunkt dieser 

Veröffentlichungen war jedoch nicht bekannt, wie viele ARTs und welche Art von 

ART für die Modifizierung dieser Zielproteine verantwortlich waren. Anhand der 

Doppel-Knock-Out-Mäuse für ART2.1 und ART2.2 konnte diese Frage beantwortet 

werden (Ohlrogge et al., 2002). Auf diesen Doppel-Knock-Out-Mäusen zeigte sich 

nämlich keine ART-Aktivität mehr, so dass die für die ADP-Ribosylierung von 

Zielproteinen auf Maus-T-Zellen verantwortliche ART eindeutig ART2 und nicht, 

wie von Okamoto et al. 1998 noch angenommen, ART1 ist. Trotzdem ließen sich 

auch in ART1 transfizierten EL4-Lymphomazellen dieselben Zielproteine wie auf 

primären Lymphozyten nachweisen (Liu et al., 1999), so dass mART2.2 und mART1 

nicht spezifisch für die untersuchten Zielproteine zu sein scheinen. Im Gegensatz zu 

bakteriellen ARTs, die häufig nur für ein bestimmtes Protein spezifisch sind 

((Aktories et al., 1986; Gierschik, 1992)), zeigen murine eurkaryotische ARTs 

anscheinend die ADP-Ribosylierung einer Vielzahl von Proteinen und verhalten sich 

somit möglicherweise eher wie z.B. intrazelluläre Phosphotyrosinkinasen (Lck, ZAP-
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70), die verschiedene Zielproteine modifizieren können ((Veillette et al., 1988) 

(Montixi et al., 1998)).  

In dieser Arbeit wurde die Zielproteinspezifität von mART1, hART1, mART2.1 und 

mART2.2 vergleichend in Zellkulturzellen untersucht. Dabei zeigten sich in 

Ganzzelllysaten von verschiedenen ART-Transfektanten ähnliche Bandenmuster und 

keine signifikanten Unterschiede (Abb. 13-17). Es erscheint somit möglich, dass die 

verschiedenen Transferasen keine eindeutige Zielproteinspezifität zeigen. Für zwei 

der bekannten Zielproteine, CD44 und LFA-1, wurde der direkte Vergleich zwischen 

den verschiedenen Transferasen selektiv untersucht. Dabei zeigte sich in allen 

untersuchten DC27.10-Transfektanten eine Markierung beider Ketten von LFA-1. 

Die Intensität der Markierung war jedoch unterschiedlich. So kam es beim hART1 zu 

einer stärkeren Markierung der α-Kette im Verhältnis zur β-Kette, beim mART2.1 

hingegen zu einer stärkeren Markierung der β-Kette im Verhältnis zur α-Kette. 

Somit zeigten sich die verschiedenen Transferasen zwar in der Lage, die beiden 

LFA-1-Ketten zu modifizieren, die Effizienz der Markierung der beiden LFA-1-

Ketten unterscheidet sich jedoch für mART2.1 und hART1 deutlich. Möglicherweise 

ist die insgesamt geringere Intensität des durch hART1 modifizierten LFA-1 durch 

die für hART1 anders konformierten Maus-Zielproteine zu erklären. CD44 und das 

unbekannte p80 zeigten sich ebenfalls als Zielproteine aller untersuchter 

Transferasen (mART1, mART2.2, mART2.1 und hART1; Abb. 26 und 34). 

Interessanterweise zeigte sich beim p80 jedoch keine verminderte Intensität bei 

Modifikation durch hART1 im Gegensatz zu mART1 (Abb. 34).   

Die Transferasen mART2.1, mART2.2, mART1 zeigten bei der Untersuchung auf 

Auto-ADP-Ribosylierung jeweils eine prominente Bande (Abb. 28). Beim hART1 

(im Gegensatz zum mART1) zeigten sich jedoch zwei Banden bei ca. 40 und 45 

kDA (dagegen beim mART1 nur eine Bande bei ca. 45 kDa). Dies ist 

höchstwahrscheinlich durch unterschiedliche Glykosylierungen von hART1 zu 

erklären. Ob die Auto-ADP-Ribosylierung in vivo relevant ist, möglicherweise z.B. 

die eigene Enzymfunktion verändert, ist bisher ungeklärt.  
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5.3 Überlegungen zur ADP-Ribosylierung im Rahmen der 

immunologischen Synapse  

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, konnte die ADP-Ribosylierung löslicher 

Zielproteine in trans-Stellung durch rekombinante ARTs und zytoplasmatische 

ARTs bereits an einer Reihe von Zielproteinen nachgewiesen werden. Solche 

Zielproteine könnten z.B. Zytokine sein, die im Bereich lokaler inflammatorischer 

Prozesse sezerniert wurden, da hier NAD-Konzentrationen vorkommen, die eine 

ADP-Ribosylierung ermöglichen (Adriouch et al., 2007).  

Ob membranverankerte ARTs Zielproteine auf Nachbarzellen in vivo in trans ADP-

ribosylieren können, ist eine spannende, bisher nicht beantwortete Frage. Durch den 

1G4-FACS-Assay existiert ein Verfahren, mit dem sich diese Frage sehr gut 

untersuchen ließe. Erste Versuche dazu in dieser Arbeit konnten eine ADP-

Ribosylierung in trans-Stellung auf in enge Nachbarschaft gebrachten 

Lymphomzellen unter den gewählten Bedingungen nicht nachweisen. Weitere in 

vitro Versuche unter Verwendung künstlicher Adhäsionsbedingungen, z.B. durch 

vernetzende Antikörper, wären jedoch nötig, um physiologische Zellkontakte besser 

zu imitieren. Es erscheint außerdem sehr aussichtsreich, die ADP-Ribosylierung von 

Zielproteinen in trans-Stellung während der „priming“-Phase von T-Zelle und 

dendritischer Zellen während der Ausbildung der immunologische Synapse zu 

untersuchen.  

 

5.4 Überlegungen zu den neu identifizierten Zielproteinen Neuropilin-1 

und DEC-205 

Neuropilin-1 und DEC-205 sind in der Maus sowohl auf dendritischen Zellen als 

auch auf T-Zellen exprimiert, wobei DEC-205 nur in sehr geringem Maße auf T-

Zellen exprimiert wird (siehe Einleitung). Sie stellen also sowohl in trans als auch in 

cis mögliche ART-Zielproteine dar.  

Es wäre interessant zu untersuchen, ob die ADP-Ribosylierung von DEC-205 

Auswirkungen auf die Antigenaufnahme und die Antigenpräsentation dendritischer 

Zellen hat. In welchem physiologischen Kontext diese Modifikation möglicherweise 

eine Rolle spielen könnte, ist momentan jedoch völlig offen. Da die Funktion von 
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DEC-205 auf T-Zellen ebenfalls bisher nicht aufgeklärt ist, ist es schwierig, 

Vorhersagen über eine Beeinflussung durch ADP-Ribosylierung anzustellen. DEC-

205 zeigte in präklinischen Vakzinierungsstudien erfolgversprechende Ergebnisse im 

Melanom-Tumormodell (Mahnke et al., 2005). Dabei wurden Tumorassoziierte 

Antigene mit einem für DEC-205 spezifischen Antikörper fusioniert, und die 

eingebrachten Antigene konnten so in vivo spezifisch in dendritische Zellen an den 

MHC-II-Komplex appliziert werden (Trumpfheller et al., 2006). Sollte es durch 

ADP-Ribosylierung zu einer Inhibierung von DEC-205 kommen, wäre ein 

Fusionsprotein einer ART mit einem DEC-205 spezifischen Antikörper 

möglicherweise ebenfalls ein interessantes „Werkzeug“, um DEC-205 spezifische 

Immunreaktionen auf dendritischen Zellen abzuschalten.  

Neuropilin-1 ist sowohl auf dendritischen Zellen als auch auf T-Zellen exprimiert 

und an der frühen Phase der Ausbildung der immunologischen Synapse beteiligt 

(Tordjman et al., 2002). Dabei könnte ADP-Ribosylierung möglicherweise, ähnlich 

wie für LFA-1 beschrieben (Nemoto et al., 1996), zu einer Inhibierung der 

homotypischen Adhäsion führen. Bourbie-Vaudaine et al. zeigten kürzlich, dass 

Neuropilin-1 in einem als „trogocytosis“ bezeichneten Austausch von dendritischer 

Zelle und CD4 positiver T-Zelle beteiligt ist (Bourbie-Vaudaine et al., 2006). Ferner 

kam es nach „trogocytosis“ von Neuropilin-1 von dendritischer Zelle zur T-Zelle zu 

einer Rekrutierung von "vascular endothelial growth factor" (VEGF) (Bourbie-

Vaudaine et al., 2006). Es wäre interessant zu untersuchen, ob ADP-Ribosylierung 

diesen Prozess beeinflussen würde, und ob VEGF möglicherweise Zielprotein von 

ARTs ist. In verschiedenen soliden Tumoren, sowie in akuter myloischer Leukämie 

konnte eine vermehrte Expression von Neuropilin-1 nachgewiesen werden ((Baba et 

al., 2007) (Hu et al., 2007)). Dabei bindet Neuropilin-1 nur an die Isoform des VEFG 

(VEFG165: (Mac Gabhann and Popel, 2005)), die für die pathologische 

Tumorangiogenese verantwortlich ist. Sollte es durch ADP-Ribosylierung zu einer 

Inhibierung von Neuropilin-1 kommen, wäre dies ein möglicher Ansatz einer 

immunbasierten Antitumortherapie.  
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Neuropilin-1 wurde ferner als Oberflächenmarker für regulatorische T-Zellen 

identifiziert (Bruder et al., 2004), was die interessante Rolle von Neuropilin-1 auf 

CD4 positiven T-Zellen unterstreicht.  

Zusammenfassend kann man sagen, dass Neuropilin-1 und DEC-205 sehr 

vielversprechende ART-Zielproteine sind, deren Funktion in künftigen Experimenten 

weiter aufgeklärt werden müßte. 

   

5.5 Beurteilung der Ergebnisse an chimären Varianten aus mART2.2 und 

rtART2.2 

Die Enzymeigenschaften von mART2.2 und rtART2.2 unterscheiden sich deutlich. 

Rekombinant hergestelltes rtART.2.2 (RT6.2) zeigte im Gegensatz zu rtART2.1 

(RT6.1) eine Auto-ADP-Ribosyltransferaseaktivität (Karsten et al., 1997). Eine 

ADP-Ribosylierung von Fremdproteinen konnte durch rtART2.2 jedoch nicht 

nachgewiesen werden (Karsten et al., 1997). mART2.2 besitzt die Fähigkeit, sich 

selbst und andere Zielproteine zu ADP-ribosylieren, es besitzt jedoch nur geringe 

NADase-Aktivität. Diese an rekombinanten ARTs beobachteten Effekte konnten in 

dieser Arbeit im Zellkulturmodell durch Untersuchungen an chimären Maus-

ART2.2-RT6.2-Transfektanten bestätigt werden (Abb. 20 und 21). Mit Hilfe des 

1G4-Immunoblot-Assay ließ sich dabei die Auto-ADP-Ribosylierung sehr gut von 

der ADP-Ribosylierung anderer Zelloberflächenproteine abgrenzen. 

 

5.6 Beurteilung des Zusammenspiels zwischen CD38 und ARTs 

CD38 ist ein NAD verstoffwechselndes Ektoenzym, welches ubiquitär auf 

hämatopoetischen und nicht hämatopoetischen Zellen exprimiert wird. Es stellte sich 

die Frage nach der Wechselwirkung von CD38 und ARTs im Immunsystem. Krebs 

et al. konnten 2005 zeigen, dass die ADP-Ribosylierung auf T-Zellen durch das 

gleichzeitige Vorhandensein CD38 positiver B-Zellen reduziert wurde (Krebs et al., 

2005). Des Weiteren fand sich in CD38-/- T-Zellen eine stärkere ADP-Ribosylierung 

als in Wild-Typ-T-Zellen (Krebs et al., 2005). In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass die Transfektion von ARTs in Zellen mit nur geringer CD38 

Expression zu einer wesentlich höheren Zelloberflächen-ADP-Ribosylierung führte 
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als die Transfektion in Zellen mit hoher CD38 Expression (Abb. 23). Dabei ist 

bemerkenswert, dass CD38 trotz geringer Zellkonzentrationen (5x106 Zellen/ml), das 

zugeführte etheno-NAD auch in Bereichen um 100µM so stark abzubaut, dass die 

ART-Aktivität deutlich reduziert wird (Abb. 23). CD38 scheint die Stärke der ADP-

Ribosylierung auf T-Lymphozyten somit in cis- und in trans-Stellung zu 

beeinflussen. Sowohl der trans- als auch der cis-Effekt lassen sich durch Reduktion 

des für die ARTs verfügbaren Substrats NAD durch CD38 erklären. In vivo scheint 

der trans-Effekt jedoch die entscheidendere Rolle zu spielen, da nur eine geringe 

Population von T-Zellen CD38 coexprimiert. ARTs könnten somit als „NAD-

Sensoren“ betrachtet werden, die die extrazelluläre NAD-Konzentration in ADP-

Ribosylierung von Zelloberflächenproteinen umsetzen, wohingegen CD38 die ADP-

Ribosylierung durch Verminderung des Substrates NAD zeitlich terminiert.  

Es ergibt sich die Frage nach den in vivo vorkommenden intra- und extrazellulären 

NAD-Konzentrationen. NAD kommt intrazellulär als Coenzym in millimolaren 

Konzentrationen vor, wohingegen die extrazelluläre Konzentration im Serum im 

submikromolaren Bereich liegt ((Jacobson and Jacobson, 1997)). Es gibt 

verschiedene Hypothesen, wie das intrazellulär entstehende NAD in den 

Extrazellulärraum gelangen könnte, um dort als Signalmolekül aktiv zu werden. 

Möglicherweise werden Nukleotide nach zellulärem Stress, z.B. durch Scherkräfte 

oder andere Arten der Stimulation von körpereigenen Zellen freigesetzt ((Ziegler, 

2000) (la Sala et al., 2003) (Lazarowski et al., 2003)). Ein Mechanismus zur nicht 

lytischen Freisetzung von NAD wurde auf Connexin 43 exprimierenden Zellen 

beschrieben (Bruzzone et al., 2001). Des Weiteren erscheint es plausibel, dass zu 

Grunde gegangene Bakterien oder Wirtszellen während akuter Infektionen 

potentielle NAD-Quellen darstellen, wobei Staphylokokkus aureus beispielsweise 

auch NAD in die Umgebung sezerniert (Niven and Le Blanc, 1992). Kürzlich konnte 

in einem Mausmodell für eine akute Inflammation nachgewiesen werden, dass diese 

NAD-Konzentrationen ausreichend waren, um ART-Aktivität auszulösen (Adriouch 

et al., 2007). Darüber hinaus könnten sich erhöhte NAD-Konzentrationen im 

extrazellulären Kompartment auch im Rahmen physiologischer Nekrosen wie bei der 

Abstoßung der Uterusschleimhaut oder nach Traumata finden. 
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Han et. al.  konnten 2000 CD38 als Zielprotein der ARTs nachweisen (Han et al., 

2000). Im Rahmen meiner Arbeit gelang jedoch der Nachweis von CD38 als 

Zielprotein der ARTs nicht. Die in der Arbeit von Han et al. gemachte Beobachtung, 

dass die Inkubation von B-Zellen aus Balb/c-Mäusen mit löslichen, aufgereinigten 

ARTs und NAD zur Apoptose dieser B-Zellen führt (Han et al., 2000), verleitet zu 

der Annahme, dass lösliche ARTs möglicherweise auch in T-Zellen P2X7-

vermittelte Apoptose in trans-Stellung auslösen könnten. Hierzu könnten einfach 

durchführbare Versuche unter Zuhilfenahme des 1G4-FACS-Assay Aufschluss 

geben. 

Kürzlich konnte von Chen et al. im NOD/Lt-Maus-Modell gezeigt werden, dass 

ART2.2 in die Pathogenese des Diabetes involviert ist (Chen et al., 2006). Dabei 

zeigten sich in congenen NOD-Mäusen, in die das CD38-/--Allel eingebracht wurde, 

eine beschleunigte Entwicklung des Diabetes. In Mäusen mit eingebrachtem 

ART2.2-/--Allel fand sich hingegen keine Abweichung zum Wildtyp-NOD-Stamm. 

Wurden jedoch congene CD38-/-- und ART2.2-/--Mäuse untersucht, zeigten ca. 70% 

kein Auftreten des Diabetes mehr (Chen et al., 2006).  Zur Aufklärung der in die 

Diabetesentwicklung involvierten Signalwege erscheint die genaue Analyse der 

involvierten ART-Zielproteine entscheidend und vielversprechend. 
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5.7 Überlegungen zur Signaltransduktionskaskade der ADP-

Ribosylierungsreaktion 

Um etwas über die Funktion von ARTs herauszufinden, hat die Identifizierung der 

daran beteiligten Zielproteine höchste Priorität. Um die Inhibierung der Funktion von 

T-Lymphozyten durch NAD zu erklären, wurden verschiedene Hypothesen 

aufgestellt. Die erste Arbeitshypothese war dabei, dass die ADP-Ribosylierung von 

Zielproteinen auf T-Zellen die Signaltransduktion der T-Zell-Aktivierung 

beeinflusst. Es lag nahe, den T-Zell-Rezeptorkomplex selbst als Zielprotein der 

ARTs zu vermuten. Es zeigte sich jedoch, dass CD3ε, CD3-ζ (Okamoto et al., 1998), 

TCRα, TCRβ, CD3-γ und CD3-δ (Liu et al., 1999) keine Zielproteine der ARTs 

darstellten und somit das direkte „erste Signal“ nicht involviert erschien. Es wurde 

ferner vermutet, dass die Signaltransduktion via CD8 durch dessen ADP-

Ribosylierung inhibiert wird und sich dies in reduzierter Autophosphorylierung der 

mit CD8 assoziierten Src-Kinase Lck darstellt ((Liu et al., 1999; Wang et al., 1996)). 

Ob den darüber hinaus identifizierten Zielproteinen wie CD27, CD43, CD44, CD45 

in Abhängigkeit von ADP-Ribosylierung eine wichtige Funktion zukommt, wurde 

bisher nicht gezeigt. Wahrscheinlicher erschien somit, dass ein anderer Signalweg an 

der Vermittlung der Inhibierung der Funktion von T-Lymphozyten beteiligt war. 

Grundsätzlich müßte ein ADP-ribosyliertes Zielprotein entweder selbst das Signal 

ins Innere der Zelle fortleiten oder auf andere benachbarte Proteine aktivierend oder 

hemmend einwirken. Beim P2X7-Rezeptor erscheinen beide dieser Möglichkeiten 

denkbar. Entweder führt die ADP-Ribosylierung von P2X7 direkt zur seiner 

Aktivierung oder ADP-ribosylierte unbekannte andere Zielproteine aktivieren den 

P2X7-Rezeptor. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, durch ADP-Ribosylierung 

die Bindungsstelle für einen Rezeptor zu blockieren wie im Fall des LFA-1 (Nemoto 

et al., 1996)), was auch im Rahmen autokriner Stimulation der Zellen direkte 

Auswirkungen auf die eigene Zellaktivierung haben könnte. Weitere theoretisch 

denkbare Mechanismen der Signaltransduktion wären, dass die ADP-Ribosylierung 

zu einer Konformationsänderung eines Rezeptors führt, mit direkten intrazellulär 

Auswirkungen (wie z.B. intrazellulärer Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors), 

oder dass es zu einer Änderung der physikalischen Bindungseigenschaften zu 
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anderen Proteinen kommt. Eine andere Möglichkeit wäre, dass der Zerfall eines 

Rezeptors in einzelne Bestandteile mit aktivierender oder inhibierender Aktivität 

gehemmt wird. Möglicherweise könnte auch die extrazelluläre Zusammenlagerung 

der an der immunologischen Synapse beteiligten Proteine auf T-Zellen direkt durch 

ADP-Ribosylierung beeinflusst werden. 

Adriouch et. al. beobachteten 2001 die NAD induzierte Apoptose und stellten damit 

die Hypothese auf, nicht die Interferierung in die physiologische T-Zell-Aktivierung, 

sondern ein eigenständiger Signalweg sei für die durch NAD vermittelten Effekte 

verantwortlich (Adriouch et al., 2001). 2003 konnte durch Seman et al. gezeigt 

werden, dass die Auslösung von Apoptose abhängig vom Purinorezeptor P2X7 war 

(Seman et al., 2003). Der genaue Mechanismus, der zur Aktivierung von P2X7 

führte, ist jedoch bisher nicht aufgeklärt, so dass die Identifizierung weiterer 

möglicherweise daran beiteiligter Zielproteine von entscheidender Bedeutung ist. 

 

5.8 Beurteilung der Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und 

Tyrosinkinasen 

In murinen Lymphknotenzellen zeigten sich zahlreiche Interaktionen zwischen 

Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen. Dabei fand sich ein ca. 80 kDa großes 

Protein, was Tyrosin-phosphoryliert und ADP-ribosyliert wurde, drei Tyrosin-

phosphorylierte Proteine (p70, p64 und p55), die mit ART-Zielproteinen 

interagierten, sowie drei ADP-ribosylierte Zielproteine (p83, p50 und p40), die mit 

Tyrosin-phophorylierten Proteinen interagierten (Abb. 35 und 36).  

Möglicher Kandidat für das p55 wäre die Src-Kinase Lck, die mit dem p40 

interagieren könnte, da eine solche Interaktion zwischen einem unbekannten ADP-

ribosylierten p40 Protein und Lck bereits von Wang et al. 1996 beschrieben wurde 

(Wang et al., 1996). In CTLs aus C57BL/6-Mäusen hemmte die ADP-Ribosylierung 

die durch anti-CD8-Antikörper vermittelte Autophosphorylierung von Lck (Liu et 

al., 1999; Wang et al., 1996). Bei dem p40 könnte es sich somit möglicherweise um 

CD8 handeln.  

Die Interaktion zwischen dem p70 und ART-Zielproteinen zeigte sich nur nach 

PMA/Ionomycin- und nach CD3-Stimulation, nicht jedoch nach 
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Pervanadatbehandlung. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre z.B., dass durch die T-

Zell-Aktivierung einer unbekannten Tyrosinkinase induziert wird. Eine Regulation 

durch Inhibition einer Phosphatase erscheint unwahrscheinlich, da sich nach 

Behandlung mit dem Phosphatase-Inhibitor Pervanadat keine Bande zeigte. 

Die Interaktionen zwischen p64 und das p80 und ART-Zielproteinen fand sich nur 

nach CD3- oder Pervanadatstimulation, nicht jedoch nach Stimulation mit 

PMA/Inomycin. Dies könnte ein Hinweis dafür sein, dass diese beiden Proteine im 

Rahmen der frühen Signaltransduktion phosphoryliert werden, da PMA/Ionomycin 

die frühe Signaltransduktion umgeht und intrazellulär ansetzt. Diese beiden 

Zielproteine erscheinen daher als hochinteressante Zielprotein der ARTs, welche 

möglicherweise an der frühen Signaltransduktion von T-Zellen beteiligt sind.  

Das wohl interessanteste Zielprotein ist das p80, da es sich hierbei um einen 

Rezeptor mit Tyrosinkinaseaktivität handeln könnte und solche Rezeptoren häufig an 

der Einleitung der Signaltransduktion beteiligt sind.  Das p80 konnte im humanen 

Zellkulturmodell nachgewiesen werden (Abb. 34) und könnte somit möglicherweise 

an durch ADP-Ribosylierung vermittelten Zellfunktionen beteiligt sein. Es konnte 

gezeigt werden, dass es sich bei dem p80 nicht um das „phosphoprotein associated 

with glycosphingolipid-enriched microdomains“ (PAG) handelt. PAG galt aufgrund 

seiner Assoziation mit den Rafts und seiner ähnlichen molekularer Größe von ca. 80 

kDa als möglicher Kandidat für das p80.  

Versuche im Rahmen dieser Arbeit, die unbekannten ADP-ribosylierten Zielproteine 

durch Massenspektroskopie von 1G4-Immunpräzipitaten zu identifizieren, 

scheiterten an der unzureichenden quantitativen Anreicherung. Es erscheint jedoch 

für zukünftige Versuche ein sehr aussichtsreiches und wichtiges Vorhaben, da es sich 

bei diesen Proteinen möglicherweise um Schnittstellen zwischen extrazellulärer 

ADP-Ribosylierung und intrazellulärer Tyrosin-phosphorylierung handeln könnte, 

wobei Tyrosinkinasen und ihre Zielproteine, wie in der Einleitung dargestellt, 

essentielle Akteure bei der T-Zellaktivierung sind.  
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6 Perspektiven 

Durch die Etablierung des 1G4-Assays ist die Untersuchung von ADP-Ribosylierung 

wesentlich erleichtert worden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der 1G4-Assay zur 

Detektion ADP-ribosylierter Proteine im Westernblot etabliert. Dieser Assay wurde 

mittlerweile auch schon von anderen Arbeitsgruppen verwendet ((Kawamura et al., 

2005; Seman et al., 2003)) und wird die Arbeit zur ADP-Ribosylierung in Zukunft 

weiter erleichtern. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ferner der erfolgreiche Einsatz 

des 1G4-Antikörper in der Immunpräzipitation nachgewiesen werden. Weitere 

massenspektroskopische Untersuchungen von 1G4-Immunpräzipitaten unter 

optimierten Bedingungen stellen für zukünftige Experimente eine interessante 

Herausforderung dar, um unbekannte Zielproteine zu identifizieren. Zu optimieren 

wäre die Methode z.B., indem versucht würde, mit etheno-Adenosin die Bindung der 

ADP-ribosylierten Zielproteine an den 1G4-Antikörper zu antagonisieren, da sich in 

solch einem Eluat kein kontaminierender Antikörper mehr befände. Das im Rahmen 

dieser Arbeit untersuchte unbekannte ca. 80 k-Da große Protein, welches sich als 

extrazelluläres Zielprotein von ARTs und intrazelluläres Zielprotein von 

Tyrosinkinasen zeigte, ist sicherlich das interessanteste und vielversprechendste 

unbekannte Zielprotein für diese Versuche, da es sich möglicherweise um ein 

Schlüsselprotein in der Signaltransduktion handeln könnte. Des Weiteren erscheint 

es interessant, die Interaktionspartner der ART-Zielproteine zu identifizieren und zu 

charakterisieren. Die in dieser Arbeit identifizierten Zielproteine DEC-205 und 

Neuropilin-1 könnten möglicherweise im Rahmen der immunologischen Synapse 

eine wichtige Rolle spielen. Der 1G4-Assay erscheint dabei als geeignetes 

Werkzeug, die Fragestellung der ADP-Ribosylierung in trans-Stellung innerhalb der 

immunologischen Synapse  zu untersuchen. Weitere Versuche müssten zeigen, ob 

die Funktion von DEC-205 und Neuropilin durch ADP-Ribosylierung zu 

beeinflussen ist. 
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7 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode zur Darstellung ADP-ribosylierter 

Proteine etabliert. Dafür wurde ein für etheno-Adenosin spezifischer Antikörper 

(1G4), sowie etheno-NAD als Substrat der ARTs verwendet. Ein Schwerpunkt dieser 

Arbeit war dabei die Etablierung dieses 1G4-Assays im Western Blot. Dabei konnten 

bekannte Zielproteine wie Maus LFA-1, CD44,  CD45 dargestellt werden, sowie der 

Nachweis von humanem CD8-alpha als Zielprotein erbracht werden. Ferner wurde 

die Zielproteinspezifität unterschiedlicher ARTs untersucht. Durchflußzytometrisch 

konnte mit dem 1G4-Assay eine CD38 vermittelte Hemmung der ADP-

Ribosylierung von Zelloberflächenproteinen in cis gezeigt werden. ADP-

Ribosylierung in trans konnte nicht nachgewiesen werden. Mittels 

massenspektroskopischer Analyse von 1G4-Immunpräzipitaten konnten DEC-205 

und Neuropilin-1 als neue Zielproteine der ARTs identifiziert werden. Darüber 

hinaus wurden Interaktionen zwischen Zielproteinen von ARTs und Tyrosinkinasen 

nachgewiesen. Es fanden sich ein ca. 80 kDa großes Protein, was Tyrosin-

phosphoryliert und ADP-ribosyliert wurde, drei Tyrosin-phosphorylierte Proteine 

(p70, p64 und p55), die mit ART-Zielproteinen interagierten, sowie drei ADP-

ribosylierte Zielproteine (p83, p50 und p40), die mit Tyrosin-phophorylierten 

Proteinen interagierten. Die Versuche zur T-Zell-Stimulation an primären Maus-T-

Zellen erbrachten Hinweise darauf, dass zwei dieser Proteine (p80 und das p64) 

möglicherweise in die frühe Signaltransduktion von T-Zellen involviert sein könnten. 
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